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DESCRIPCION
Flavivirus asociados a la enfermedad de Theiler

Campo de la divulgacion

Esta divulgacion se refiere al virus asociado a la enfermedad de Theiler ("TDAV”, por las siglas en inglés Theiler’s
disease-associated virus), a los reactivos relacionados con el mismo y a los procedimientos para su deteccion, al
uso y/o al tratamiento de enfermedades asociadas al TDAV.

Antecedentes de la divulgaciéon

La enfermedad de Theiler es una enfermedad hepatica fulminante que afecta a los caballos. La causa de la
enfermedad de Theiler todavia no se ha determinado y representa un problema significativo relacionado con el
diagndstico y el tratamiento de la enfermedad. La enfermedad se ha asociado a la administracion previa de
productos bioldgicos de origen equino (por ejemplo, antitoxina botulinica, antitoxina tetanica). Se ha observado un
retraso significativo entre la exposicion al producto bioldgico y la aparicion de la hepatitis aguda, y se determind que
las lesiones histopatolégicas asociadas en el higado eran notablemente similares a las asociadas con la infeccion
aguda humana por el virus de la hepatitis A o el virus de la hepatitis B.

Sumario de la divulgacion

Esta divulgacion describe un nuevo virus que ahora se ha relacionado con la enfermedad de Theiler (el virus
asociado a la enfermedad de Theiler ("TDAV")). Se determiné que el TDAV era un miembro de la familia Flaviviridae
que incluye el virus de la hepatitis C (HCV), el virus B GB, el hepacvirus canino (CHV) y el hepacivirus equino no
primate (NPHV). Este nuevo virus, la secuencia de nuclettidos gendmica, la secuencia de aminoacidos, asi como
las composiciones y los procedimientos para la preparacion, el uso y/o la deteccion del mismo, se describen en el
presente documento. También se proporcionan reactivos y procedimientos para la deteccion del TDAV en muestras
biolégicas. Por lo tanto, esta divulgacion proporciona una solucién a los problemas relacionados con la deteccion, el
diagndstico, el tratamiento y la prevencion de la enfermedad de Theiler.

En el presente documento se divulga que el TDAV comprende las secuencias de acidos nucleicos y de aminoacidos
de las SEQ ID NOS.: 1, 2 y/o 3. Se describen las moléculas de acidos nucleicos que comprenden dichas secuencias
de acidos nucleicos y/o que codifican dichas secuencias de aminoacidos. En el presente documento también se
proporcionan los procedimientos y los reactivos para la deteccion del TDAV (que también pueden incluir virus de tipo
TDAV), en una muestra (por ejemplo, una muestra biolégica tal como sangre completa (por ejemplo, sin diluir o
procesada), sangre de corddn umbilical, plasma, suero, suero del cordén umbilical, saliva, linfa, liquido
cefalorraquideo, orina, semen, liquido pleural, leche materna, sudor, ascitis, una muestra de tejido, por ejemplo, de
higado, un producto alimenticio (por ejemplo, carne) o una bebida (por ejemplo, leche), etc.). También se desvelan
composiciones que comprenden el TDAV, los acidos nucleicos, los péptidos y/o los polipéptidos correspondientes al
TDAV. También se proporcionan otras realizaciones, segun se describe en el presente documento.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Vision global de un brote epidémico de una enfermedad de Theiler. Se trataron terapéutica y
profilacticamente veintidos caballos de la Granja A con sospecha de una exposicion a la toxina botulinica, con
plasma hiperinmune antitoxina botulinica equino intravenoso. Cinco caballos recibieron la antitoxina de una
fuente (caballos grises, 'antitoxina 1'), mientras que 17 caballos recibieron un lote de una fuente independiente
(caballos negros, 'antitoxina 2’). Quince de los caballos que participaron en este estudio quedaron sin tratar
(caballos blancos, ’sin tratar’). A las 8 semanas de la administracién de la antitoxina, 8 de los caballos tratados
con la antitoxina 2 mostraron signos de una hepatitis aguda (cajas). Todos los demas caballos eran clinicamente
asintomaticos (sin cajas).

Figura 2. Genoma del virus asociado a la enfermedad de Theiler (el TDAV). (A) Esquema del genoma del
TDAV. Los sitios de escision de proteinas son supuestos y se anotaron basandose en una interferencia
homodloga con el HCV (Fig. 4). (*) Gen correspondiente a la proteina p7 del HCV, la p13 del GBV-B, la X del
GBV-D y el GBV-A de 21 kDa. (B) Mapa de cobertura de las lecturas de secuenciacion del Caballo A1, el Caballo
A2y la Antitoxina 2. (C) Tamafio mediano del amplicon calculado basandose en la distancia entre los extremos 5’
del cartografiado de las lecturas de secuenciacion de los extremos apareados de cada nucleétido. (D) Clones
solapantes recuperados y secuenciados para confirmar el ensamblaje del genoma (arriba) y la ubicacién de los
amplicones usados en el diagndstico y la cuantificacion del TDAV (abajo). (E) Representacion grafica del
porcentaje de identidad de los aminoacidos por parejas (ventanas de 100 aa) del TDAV en comparacion con el
HCV-gt1, el NPHV y el GBV-D. La escala de posicion del genoma (inferior) se refiere a los paneles A-E.

Figura 3. Analisis filogenético de Flaviviridae basado en secuencias de poliproteinas. Se generaron
multiples alineaciones de secuencias usando MUSCLE y se generdé un arbol filogenético de Neighbor-Joining con
100 réplicas de muestreo con reposicion en MEGAS. El TDAV esta en negrita para enfatizar. Todas las ramas
estan numeradas comenzando en ™ y aumentan en sentido horario (véase la Tabla S3 para la clave). Los
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grupos con las ramas mas cercanas estan marcados con un intervalo de numeros de la secuencia; un miembro
representativo del grupo indicado entre paréntesis con una linea mas gruesa indica la ramificacion del miembro
representativo. WNV = virus del Nilo occidental, DENV = virus del Dengue 1, DV = virus del Donggang, YFV =
virus de la fiebre amarilla, MV = virus del Modoc, TBEV = virus de la encefalitis transmitida por garrapatas, BVDV
= virus de la diarrea virica bovina 1, TDAV = virus asociado a la enfermedad de Theiler, GBV-(A-D) = virus GB
(A-D), HCV = genotipo 1 del virus de la hepatitis C, NPHV = NPHV #1 (AFJ20709.1). 't indica las ramificaciones
practicamente idénticas 8 y 9, que se corresponden con el virus Tembusu y el flavivirus Duck TA,
respectivamente.

Figura 4 A-N. Alineacion de multiples secuencias de las secuencias de poliproteinas del virus de la
Hepatitis C, de los virus GB, del hepacivirus canino y del TDAV. Se alinearon los seis genotipos del HCV, los
cuatro virus de GB, el hepacivirus canino y el TDAV usando MUSCLE y se visualizaron en ClustalX v2.0. Un '
encima de la columna indica una perfecta conservacion, un ’.” indica un elevado grado de conservacion, y un '’
indica similitud en los aminoacidos a lo largo de la totalidad de la columna. El grafico de barras por debajo de la
alineacion muestra la fraccion de los miembros de la columna que se emparejan en consenso.

Figura 5. Un ensayo diagnostico basado en una PCR cuantitativa para detectar el TDAV en diferentes
grupos. Los ciclos hasta el umbral (C;) en el ensayo diagndstico de qRT-PCR del TDAV (cebadores EVT-
146/147) estan representados en un eje y invertido; un menor valor de C;representa una mayor carga virica. (A)
Suero/plasma de los caballos tratados de las Granjas A, B y D con un listado del tratamiento con la antitoxina
indicada. (B) Resultados de la Granja A, los animales tratados con la antitoxina 2 Unicamente se segregaron si el
caballo mostraba signos de hepatitis. Se indica la gravedad de los sintomas (clinicos y subclinicos).

Figura 6 A-E. Carga virica del TDAV y funcion de las enzimas hepaticas en animales inoculados
experimentalmente con la antitoxina 2. (A) Cuantificacion mediante una qRT-PCR del ARN del TDAV. (B-E)
Pruebas bioquimicas de la transaminasa de aspartato (AST), la transferasa de gamma gluatamilo (GGT), la
deshidrogenasa de sorbitol (SDH) y la deshidrogenasa de glutamato (GLDH o GD). Se tomaron muestras en el
tiempo 0 y 10-14 semanas después de la inoculacion con 500 ml del mismo lote de la antitoxina 2 relacionado
con el brote epidémico de hepatitis sérica. Un caballo aparecié levemente sintomatico en la semana 9 después
de la inoculacion (el Caballo C1, negro), mientras que los otros tres no lo hicieron (el Caballo C2, gris claro; el
Caballo C3, gris; y el Caballo C4, gris oscuro).

Figura 7. El TDAV puede provocar una infecciéon créonica. Se monitorizé el TDAV en muestras emparejadas
recogidas durante el brote epidémico y aproximadamente un afo después. Los ciclos hasta el umbral (C;) del
ensayo diagndstico del TDAV mediante una qRT-PCR (cebadores EVT-146/147) estan representados
graficamente en un eje y invertido; un menor valor de C; representa una mayor carga virica. Los ensayos
diagndsticos se llevaron a cabo en paralelo sobre muestras emparejadas, permitiendo una comparacion directa
de los valores de C..

Figura 8. Se analizaron treinta y cinco secuencias de alta calidad de los clones RACE para determinar el
verdadero extremo 5 del genoma del TDAV. Se identificaron tramos de poliguanina (o de policitosina para los
clones con la orientacion inversa) generados durante el procedimiento de RACE en 5 que preceden al supuesto
extremo 5’ del genoma, y se eliminaron. Se incluyeron las posiciones 1-7 (marcadas) en el conjunto como la
secuencia consenso, TGATACC, mientras que la posicién marcada con ’?’ representa un potencial T polimorfo
observado en cinco clones. Se genero el logo de la secuencia usando WebLogo (http://weblogo.berkeley.edu).

Figura 9. Estructuras predichas parala UTR en 5’ y la UTR en 3'. La estructura secundaria del ARN para las
secuencias (A) UTR en 5" y (B) UTR en 3’ se predijo usando CONTRAfold y se visualizé usando Pseudo
Viewer3. Se plegaron aproximadamente 30 nucledtidos secuencia abajo del codén de inicio de la traduccion
(CAUG’, en negrita en (A)) y 30 nucledtidos secuencia arriba del coddn de detencion de la traduccion (UGA’, en
negrita en (B)), ademas de las UTR. Las coordenadas de (B) son relativas y estan desplazadas en 10.154 nt
(posicion 1 = nt 10155 del TDAV; posicion 325 = nt 10479 del TDAV).

Descripcion detallada

Esta divulgacion se refiere a soluciones para la actual e insatisfecha necesidad de identificacion y deteccién del (los)
agente(s) causal(es) de enfermedades tales como la enfermedad de Theiler. Segin se describe en el presente
documento, se ha identificado un posible agente causal como el virus asociado a la enfermedad de Theiler (el TDAV,
que puede incluir, por ejemplo, "virus del tipo TDAV"), asi como cepas clinicas y composiciones de los mismos.
Adicionalmente se proporcionan secuencias de acidos nucleicos y secuencias de aminoacidos que representan a los
mismos (por ejemplo, las SEQ ID NOS.: 1-3). También se proporcionan las moléculas de acidos nucleicos que
comprenden dichas secuencias de acidos nucleicos y/o que codifican dichas secuencias de aminoacidos. En el
presente documento también se proporcionan los procedimientos y los reactivos para la deteccion del TDAV (que
también pueden incluir virus de tipo TDAV), en una muestra (por ejemplo, una muestra bioldgica tal como sangre
completa (por ejemplo, sin diluir o procesada), sangre de cordon umbilical, plasma, suero, suero de cordon umbilical,
saliva, linfa, liquido cefalorraquideo, orina, semen, liquido pleural, leche materna, sudor, ascitis, una muestra de
tejido, un producto alimenticio (por ejemplo, carne), una bebida (por ejemplo, leche), etc.) y/o un organismo (por
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ejemplo, un insecto). Por ejemplo, el virus el TDAV puede estar presente en una muestra biolégica de un animal (por
ejemplo, un mamifero) tal como un caballo. Dicho caballo (por ejemplo, uno que presenta la enfermedad de Theiler)
puede tener el TDAV circulando en un liquido corporal tal como, por ejemplo, la sangre. En algunas realizaciones, el
TDAV (por ejemplo, un virus que comparte al menos una cierta identidad con el descrito en el presente documento)
puede ser identificado y/o detectado mediante la deteccion y/o el aislamiento del virus o de una porcién del mismo a
partir de una muestra bioldgica. En algunas realizaciones, el TDAV puede ser detectado mediante la deteccion de
una secuencia de acidos nucleicos y/o de una secuencia de aminoacidos del virus, y/o el virus per se (por ejemplo,
en forma de un virus intacto o de una particula virica) en la muestra biolégica. También se contemplan otras
realizaciones, como sera evidente para el experto habitual en la materia de esta divulgacion.

El TDAV comprende normalmente una cualquiera o0 mas secuencias de acidos nucleicos y/o de aminoacidos que se
corresponden con, que pueden usarse para identificar y/o para distinguir el TDAV de otro virus, y/o que pueden
usarse para detectar el TDAV en una muestra (por ejemplo, una muestra biolégica) y/o que pueden usarse para
generar un anticuerpo reactivo frente al TDAV, tal como, por ejemplo: la SEQ ID NO.: 1 0 2; una secuencia de acidos
nucleicos que tiene una identidad de al menos aproximadamente el 90 % con la SEQ ID NO.: 1 0 2; una secuencia
de acidos nucleicos que codifica la SEQ ID NO.: 3; una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido o
un péptido que tiene una identidad de al menos aproximadamente el 90 % con la SEQ ID NO.: 3; un polipéptido que
comprende la SEQ ID NO.: 3; un polipéptido que tiene una identidad de al menos aproximadamente el 90 % con la
SEQ ID NO.: 3. Algunas porciones de la SEQ ID NO.: 1, 2 o 3 pueden ser, por ejemplo, cualquier secuencia de
nucledtidos (por ejemplo, un oligonucleétido) y/o una secuencia de aminoacidos (por ejemplo, un péptido o cualquier
secuencia de aminoacidos a la que se une un agente de unién (por ejemplo, un anticuerpo)) con cualquier cantidad
de restos de nucledtidos y/o de aminoacidos que es especifica del TDAV, y que puede usarse para identificar el
TDAV, y/o que puede usarse para diferenciar el TDAV, por ejemplo, de otro virus, por ejemplo, en una muestra
biolégica (por ejemplo, usando un ensayo). La secuencia de estas secuencias de acidos nucleicos puede ser
determinada mediante cualquier procedimiento disponible para los expertos habituales en la materia. Cualquiera de
dichas secuencias de nucleétidos y/o de aminoacidos puede ser "Unica para el virus asociado a la enfermedad de
Theiler (TDAV)". "Usado para identificar" puede incluir el uso de la uniéon de un agente de unién que tiene
especificidad por una secuencia de nucleétidos y/o de aminoacidos del TDAV descrito en el presente documento. Un
virus que comprende cualquiera de dichas secuencias de nucleétidos (por ejemplo, en el genoma virico) y/o de
aminoacidos (por ejemplo, expresadas por el virus) descrito en el presente documento y/o la unién a un agente de
unién que tiene especificidad por el mismo, puede denominarse en el presente documento un virus "de tipo TDAV".
En algunos casos, en el presente documento, "TDAV" y "de tipo TDAV" pueden usarse de forma intercambiable. Los
ensayos para la identificacion del TDAV (por ejemplo, en un producto) pueden llevarse a cabo de cualquier forma
establecida en el presente documento o que esté disponible de otro modo para el experto habitual en la materia. Por
ejemplo, el ensayo puede incluir el uso de uno o mas oligonucleétidos, par(es) de cebador(es), procedimiento(s),
kit(s), soporte(s) solido(s) y/o anticuerpos descritos en el presente documento. También se contemplan otras
realizaciones de dichos productos, como sera evidente para el experto habitual en la materia de esta divulgacion.

Segun se describe en el presente documento, la enfermedad de Theiler se ha asociado con la administracién previa
de productos biolégicos de origen equino (por ejemplo, antitoxina botulinica, antitoxina tetanica, antitoxinas de
serpiente, preparaciones de antitimocitos, productos de calostro en general, y similares). Por lo tanto, es importante
la produccion de productos que se sepa que no contienen un agente infeccioso que pueda causar la enfermedad de
Theiler. Los reactivos y los procedimientos descritos en el presente documento proveen al experto habitual en la
materia para llevar a cabo dichas determinaciones. Consecuentemente, usando los reactivos y los procedimientos
descritos en el presente documento (por ejemplo, los ensayos para la deteccion del TDAV), se puede proporcionar
un producto (por ejemplo, un producto bioldgico de origen equino tal como antitoxina botulinica o antitoxina tetanica)
que ha sido cribado y/o ensayado para evaluar la presencia del virus asociado a la enfermedad de Theiler en el
mismo. En ciertas realizaciones, el producto puede derivar de suero o de plasma (por ejemplo, suero o plasma de
caballo). El producto, por ejemplo, puede ser uno que se ha cribado y/o ensayado para detectar la presencia del
TDAV. Un "producto ensayado" preferido, por ejemplo, puede ser aquel que se ha determinado que no contiene el
TDAV y/o que contiene menos TDAV el producto original.

El TDAV puede ser detectado en forma de una particula virica per se o de una porcion de la misma (por ejemplo,
una secuencia de acidos nucleicos y/o un antigeno) usando cualquiera de las diversas técnicas bien conocidas. Una
particula virica puede ser detectada, por ejemplo, mediante la observacion directa del virus (por ejemplo, mediante
una microscopia electrénica), mediante la deteccion de las células que expresan un antigeno del virus (por ejemplo,
mediante una tincién y/o una citometria de flujo) y/o mediante la deteccién de una molécula de un acido nucleico
(por ejemplo, una secuencia de acidos nucleicos objetivo) correspondiente al virus. También hay disponibles para
los expertos habituales en la materia otras técnicas para la deteccion del TDAV en una muestra, y estan
contempladas en el presente documento.

Las secuencias de acidos nucleicos del TDAV (y/o los oligonucleétidos usados para la identificacion y/o la deteccion
de dichas secuencias de acidos nucleicos) pueden incluir aquellas que hibridan (por ejemplo, en unas condiciones
muy rigurosas y/o moderadamente rigurosas) con una sonda de hibridacidon que tiene una secuencia de nucleétidos
que codifica un polipéptido de la SEQ ID NO.: 3, tal como las SEQ ID NOS.: 1 0 2 (0 un complemento de las
mismas). La porcién de hibridacion del acido nucleico de hibridacion, tal como un oligonucleétido, normalmente tiene
una longitud de al menos aproximadamente 18, 19, 20 nucleétidos. La porcion de hibridacion normalmente es
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idéntica en al menos aproximadamente un 90 %, un 95 %, un 95-99 %, un 97,5%, un 99% o un 100 % a la
secuencia de nucleétidos con la que hibrida. Los acidos nucleicos de hibridacion son utiles, por ejemplo, como
sondas de clonacioén, cebadores (por ejemplo, un cebador para una PCR) y/o sondas diagndsticas. La estabilidad
del acido nucleico duplex o hibrido es expresada en forma de la temperatura de fusién o Tr, que es la temperatura a
la cual la sonda se disocia de un ADN objetivo. Esta temperatura de fusién se usa normalmente para definir las
condiciones de rigurosidad requeridas. Si se identifican secuencias que estan relacionadas y son sustancialmente
idénticas a la sonda, en lugar de idénticas, entonces es util establecer en primer lugar la menor temperatura a la cual
Unicamente se produce una hibridacion homologa con una concentracion en particular de sal (por ejemplo, SSC o
SSPE). Asumiendo que un malapareamiento de un 1 % da como resultado una disminucion de 1°C en la Tp, la
temperatura del lavado final en la reaccién de hibridacion se reduce consecuentemente (por ejemplo, si se aspira a
unas secuencias que tengan una identidad mayor del 95 %, la temperatura del lavado final se reduce en 5 °C). En la
practica, el cambio en la T, puede ser de entre 0,5 y 1,5°C por 1 % de malapareamiento. Unas condiciones muy
rigurosas pueden implicar una hibridacion a 68 °C en 5X de SSC/5X de solucién de Denhardt/1,0 % de SDS, y un
lavado con 0,2X de SSC/0,1 % de SDS a la temperatura ambiente. Unas condiciones moderadamente rigurosas
pueden incluir un lavado con 3X de SSC a 42°C. Las concentraciones salinas y las temperaturas pueden
modificarse para conseguir el nivel de identidad optimo entre la sonda y el acido nucleico objetivo. Una guia
adicional relativa a dichas condiciones esta facilmente disponible en la materia, por ejemplo, en Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Tercera Edicion, de Sambrook et al., Cold Spring Harbor Press, 2001.

Una secuencia de acidos nucleicos que se corresponde (por ejemplo, que comparte al menos una cierta identidad
con) con el TDAV también puede ser un "acido nucleico objetivo" y/o una "secuencia de acidos nucleicos objetivo"
(términos que pueden usarse de forma intercambiable). Una secuencia de acidos nucleicos objetivo puede ser
detectada y/o identificada y/o cuantificada mediante cualquiera de las diversas técnicas ampliamente disponibles en
la materia. La secuencia de acidos nucleicos objetivo se puede corresponder, por ejemplo, con la SEQ ID NO.: 1y/
o codificar 18, 19, 20 o mas restos de aminoacidos consecutivos codificados por la misma (por ejemplo, la secuencia
de aminoécidos codificada por los nucledtidos 618-10.479 de la SEQ ID NO.: 1 (incluyendo el codon de detencion
GTG) y/o como en la SEQ ID NO.: 2)) y/o un derivado de la misma. En algunas realizaciones, la secuencia de acidos
nucleicos objetivo puede ser complementaria en al menos aproximadamente un 90 %, un 95 %, un 95-99 %, un
97,5 %, un 99 % o un 100 % (por ejemplo, idéntica a, o capaz de unirse, por ejemplo, en unas condiciones de
hibridacion rigurosas de acidos nucleicos) a una porcién de, o a lo largo de la totalidad de, la secuencia de acidos
nucleicos del TDAV (por ejemplo, la SEQ ID NO.: 1). La secuencia de acidos nucleicos objetivo puede comprender
una region (por ejemplo, una "regidon especifica objetivo") es decir, por ejemplo, de aproximadamente 20-25, de
aproximadamente 25-30, de aproximadamente 30-35, de aproximadamente 35-40, de aproximadamente 40-45, de
aproximadamente 45-50 o mas nucledtidos de longitud.

La secuencia de acidos nucleicos objetivo puede ser de cualquier tipo, tal como, por ejemplo, un ARN mono- o
bicatenario, un ADN o un hibrido de ARN/ADN, por ejemplo. En algunas realizaciones, el acido nucleico objetivo
puede estar contenido en un ARN (por ejemplo, como en el caso del andlisis simultaneo de la expresion génica
mediante una RT-PCR) o una molécula de ADN (por ejemplo, de ADNc). La preparacioén del acido nucleico objetivo
puede llevarse a cabo de una forma apropiada para el proceso de deteccion en particular que se va a implementar,
como sera conocido por los expertos habituales en la materia. Por ejemplo, las moléculas de un acido nucleico de
ADN o de ARN pueden ser extraidas a partir de cualquier tipo de muestra (por ejemplo, de sangre) y procesadas
segun los procedimientos habituales. Normalmente, la deteccion implica el uso de acido nucleico (por ejemplo, un
oligonucledtido (por ejemplo, una sonda)) que hibrida con y/o que puede usarse para amplificar (por ejemplo, es
especifica para) una secuencia de acidos nucleicos objetivo. En algunas realizaciones, pueden usarse 1-1.000
oligonucledtidos diferentes (por ejemplo, cualquiera de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11-50, 51-100, 101-150, 151-200,
201-250, 251-300, 301-350, 351-400, 401-450, 451-500, 501-550, 551-600, 601-650, 651-700, 701-750, 751-800,
801-850, 851-900, 901-950 o 951-1.000 oligonucledtidos) por separado o conjuntamente en una Unica o en multiples
reacciones para la deteccion y/o la identificacion y/o la deteccion de una o mas secuencias de acidos nucleicos
objetivo en una muestra. De forma adecuada, las técnicas de deteccion ejemplares pueden incluir una
inmunotransferencia northern y/o una reaccién en cadena de la polimerasa y/o variaciones de las mismas. También
pueden utilizarse otras técnicas como puede describirse en el presente documento o en cualquier otra parte.

Una técnica usada habitualmente para la deteccion de acidos nucleicos implica la amplificacion de uno o mas acidos
nucleicos objetivo (que puede incluir también, o no, uno o mas acidos nucleicos no objetivo) antes de la deteccion
y/o de la identificacion. Puede usarse cualquier procedimiento de amplificacion y/o de deteccién. El procedimiento
usado para la amplificacion del (los) acido(s) nucleico(s) objetivo puede elegirse entre uno cualquiera o mas de los
procedimientos disponibles para el experto en la materia, incluyendo, pero no se limita a, procedimientos lineales,
logaritmicos y/o cualquier otro procedimiento de amplificacion. Mientras que el término "amplificacién" normalmente
se refiere a un aumento "exponencial” en el acido nucleico objetivo (por ejemplo, como en una reaccion en cadena
de la polimerasa ("PCR")), el término puede usarse en el presente documento para describir aumentos tanto lineales
como exponenciales en la cantidad de la(s) secuencia(s) de acido(s) nucleico(s) objetivo. El término "mezcla de
reaccion de amplificacion" normalmente se refiere a una soluciéon acuosa que comprende los diversos activos
usados para la amplificacion de la(s) secuencia(s) de acido(s) nucleico(s) objetivo, tal como, por ejemplo, enzima(s),
tampon(es) acuoso(s), sal(es), oligonucleétido(s) (por ejemplo, cebador(es) de amplificacion), el acido nucleico
objetivo vy trifosfatos de nucledsidos. Dependiendo del contexto, la mezcla puede ser una mezcla de reaccion de
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amplificacion completa o incompleta. Algunos procedimientos ejemplares incluyen la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR; véanse, por ejemplo, las Patentes de EE.UU. n°® 4.683.202; 4.683.195; 4.965.188; y/0 5.035.996),
procedimientos isotérmicos (usando una o mas polimerasas de ARN (véase, por ejemplo, el documento WO
2006/081222)), desplazamiento de hebra (véase, por ejemplo, la Patente de EE.UU. n°® RE39007E), destruccion
parcial de las moléculas del cebador (véase, por ejemplo, el documento WO2006087574)), reaccion en cadena de la
ligasa (LCR) (véase, por ejemplo, Wu, et al., Genomics 4: 560-569 (1990) y/o Barany, et al. PNAS USA 88: 189-193
(1991)), sistemas de replicasa QB de ARN (véase, por ejemplo, el documento WO/1994/016108), sistemas basados
en la transcripcion del ARN (por ejemplo, TAS, 3SR), amplificacion en circulos rotatorios (RCA) (véase, por ejemplo,
la Patente de EE.UU. n°® 5.854.033; la publicacién de EE.UU. n® 2004/265897; Lizardi et al. Nat.Genet. 19: 225-232
(1998); y/o Banér et al. Nucleic Acid Res., 26: 5073-5078 (1998)) y/o una amplificaciéon por desplazamiento de hebra
(SDA) (Little, et al. Clin Chem 45: 777-784 (1999)), entre otros. En algunas realizaciones, tal como mientras se lleva
a cabo una PCR, la temperatura de fusion (por ejemplo, la Tr) de la secuencia de acidos nucleicos objetivo (o de
una region de la misma, por ejemplo, una "regién especifica objetivo") puede estar aproximadamente 5 °C por
debajo de la temperatura de apareamiento / extension usada para los ciclos de la PCR. En algunas realizaciones, la
Tm de la regidn especifica objetivo puede variar entre aproximadamente 51 °C y 60 °C, entre aproximadamente
52 °C y 59 °C, entre aproximadamente 53 °C y 58 °C, entre aproximadamente 54 °C y 57 °C, entre aproximadamente
55 °C y 56 °C o entre aproximadamente 50 °C y aproximadamente 60 °C. Hay muchos sistemas que son adecuados
para su uso en la aplicacién de secuencias de acidos nucleicos objetivo, y estan contemplados en el presente
documento, como comprendera el experto en la materia.

En algunas realizaciones, la amplificacion puede llevarse a cabo mediante la formacién de una mezcla de reaccion
que contiene la muestra biolégica que comprende el acido nucleico del TDAV (o, por ejemplo, un acido nucleico
objetivo del mismo), una molécula de un acido nucleico, tal como un plasmido y/o un oligonucledtido (que
comprende opcionalmente un marcador detectable) que se corresponde con el TDAV, y otros reactivos que puedan
ser necesarios (por ejemplo, tampones, enzimas (por ejemplo, polimerasa)) para la amplificacién y/o la deteccion y/o
la identificacion y/o la cuantificacion del acido nucleico objetivo. En algunas realizaciones, estos procedimientos
pueden implicar el aislamiento y/o la amplificacion del acido nucleico objetivo, y la deteccion del mismo usando una
sonda oligonucleotidica (por ejemplo, un oligonucleotido que se corresponde con la secuencia de nucleétidos del
virus de tipo TDAV descrito en el presente documento). Por ejemplo, para una reaccion de PCR, un par de
cebadores (un cebador "directo" y uno "inverso") tales como:

AGGGTTCTTCGGGTAAATCC (EVT-146; SEQ ID NO.: 4) y CCCTCGGACTGAATTATAGGC (EVT-147; SEQ ID
NO.: 5) para producir un amplicén de 166 pares de bases (por ejemplo, correspondiente a los nucleotidos 171-
336 de la SEQ ID NO.: 1);

GCTTTCCCTTTGCACTATGG (EVT-154; SEQ ID NO.: 6) y CAAGCCGATGCAACTAAAGC (EVT-155; SEQ ID
NO.: 7) para producir un amplicon de 156 pares de bases (por ejemplo, correspondiente a los nucleétidos 1674-
1829 de la SEQ ID NO.: 1);

ATGCCATGGGTATGTTGACC (EVT-162; SEQ ID NO.: 10) y CTCCTCGTAGTTGCCTTTGC (EVT-163; SEQ ID
NO.: 11) para producir un amplicon de 155 pares de bases (por ejemplo, correspondiente a los nucleétidos 3892-
4046 de la SEQ ID NO.: 1);

CTCCTGTGCTCCCTGAACC (EVT-178; SEQ ID NO.: 16) y AACACCATTGACCCAGAAGC (EVT-179; SEQ ID
NO.: 17) para producir un amplicon de 167 pares de bases (por ejemplo, correspondiente a los nucleétidos 7834-
8000 de la SEQ ID NO.: 1); 0

CTTCTGCCTACATCCCATCG (EVT-186; SEQ ID NO.: 18) y TGCATACCTTTCGGCTAAGG (EVT-187; SEQ ID
NO.: 19) para producir un amplicon de 197 pares de bases (por ejemplo, correspondiente a los nucleétidos 9931-
10127 de la SEQ ID NO.: 1).

Otros pares de cebadores potencialmente Utiles que pueden incluir:

GGCTCTTTGGATTCACTTGC (EVT-158; SEQ ID NO.: 8) y CCAGTGACCAGCATAATTCG (EVT-159; SEQ ID
NO.: 9) para producir un amplicon de 166 pares de bases (por ejemplo, correspondiente a los nucleétidos 2144-
2309 de la SEQ ID NO.: 1);

TGGGAGTGTCTGGATTATTGC (EVT-170; SEQ ID NO.: 12) y CAAGGTGTCCGAGAGGTAGG (EVT-171; SEQ
ID NO.: 13) para producir un amplicon de 178 pares de bases (por ejemplo, correspondiente a los nucleétidos
5607-5784 de la SEQ ID NO.: 1); o,

TGGTACTGGTACCGTCACTGG (EVT-174; SEQ ID NO.: 14) y GCGAGGACCTGAAGTAGTGC (EVT-175; SEQ
ID NO.: 15) para producir un amplicon de 163 pares de bases (por ejemplo, correspondiente a los nucleétidos
6572-6734 de la SEQ ID NO.: 1).

También pueden ser utiles otros pares de cebadores correspondientes a las SEQ ID NO.: 1 y/o que codifiquen una

porcién de la SEQ ID NO.: 2. Dichos pares de cebadores pueden usarse en reacciones de amplificacion, segun se
describe en el presente documento y/o como es conocido en la materia. Cualquiera de estos cebadores pueden
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usarse, también o como alternativa, solos o junto con cualquier otro de dichos cebadores en otras reacciones de
deteccion (por ejemplo, en forma de sondas oligonucleotidicas). Por lo tanto, una secuencia de acidos nucleicos
objetivo también puede ser idéntica a, ser similar a, comprender y/o corresponderse con cualquiera de las SEQ ID
NOS.: 4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 0 19. Las secuencias de nucledétidos de la SEQ ID NO.: 10 2
correspondiente a cualquiera de los cebadores y/o de los amplicones mencionados anteriormente puede servir
asimismo como acidos nucleicos objetivo para otros ensayos. Por lo tanto, un acido nucleico objetivo puede
comprender y/o corresponderse con los nucleétidos 171-336 de la SEQ ID NO.: 1 (SEQ ID NO.: 28); los nucleétidos
1674-1829 de la SEQ ID NO.: 1 (SEQ ID NO.: 29); los nucledtidos 2144-2309 de la SEQ ID NO.: 1 (SEQ ID NO.:
30); los nucleodtidos 3892-4046 de la SEQ ID NO.: 1 (SEQ ID NO.: 31); los nucleétidos 5607-5784 de la SEQ ID NO.:
1 (SEQ ID NO.: 32); los nucleétidos 6572-6734 de la SEQ ID NO.: 1 (SEQ ID NO.: 33); los nucleétidos 7834-8000 de
la SEQ ID NO.: 1 (SEQ ID NO.: 34); o los nucledtidos 9931-10127 de la SEQ ID NO.: 1 (SEQ ID NO.: 35), como se
muestra a continuacion:

SEQ ID NO.: 28

AGGGTTCTTCGGGTAAATCCCGGCGCGGTGTTTTGGGTTCAGGGCAGTA
GGGGCAGACGGGCCAGCAGTCGCTGGTTCCTGGTACCACCACCCTATCC
GGACGACCTCCCTCACGAAAGGTCGCCACGGTCTGTGGCTCGACGACGC
CTATAATTCAGTCCGAGGG;

SEQ ID NO.: 29

GCTTTCCCTTTGCACTATGGTCAGAAATCTACTGTTGCTTTGGCTACTA
AAATGGTCTTGACTGCTAAATTACAACCCTTGTGGAGGAATCTTAACAC
TACCATTATGTGCTCAGTTATTCGGACTTCTGTCCATTGCTTTAGTTGC
ATCGGCTTG;

SEQ ID NO.: 30

GGCTCTTTGGATTCACTTGCGGGGGGGGGTCTTTGGATCCCCCACTCCG
ATACCTGGCTGCAAAAATAAGAATGAAGCCATCCACAACTACACACACT
GTGTCCAGGCTCTTGGTCACGCCATTAGCGTGGTTGGTGAGGCGAGTGC
GAATTATGCTGGTCACTGG;

SEQ ID NO.: 31

ATGCCATGGGTATGTTGACCGCGGTGTCGCATCGGGGGCCGGAAGTACA
CTCGGCCCTCTTTGTCAAGCCGTGGGACAGCGTTCCCAGGGATGCCCAA
ACGGTTACGGACGTGGGTGCACCTCCTGCGGTACCTGGCARAGGCAACT
ACGAGGAG;

SEQ ID NO.: 32

TGGGAGTGTCTGGATTATTGCTACCGGGTAGCGACCGGTACCCTGGCTC
CTAGAACCGCCGACGCGCTGGAAAGCGGGGCGCGTTGGCTTCGGGAGGC
GTGCTGTGGGACTAACCCTCCCACTAGTCCATTCCCAGGTGGGTGGGGE
GTCACCCAACCCCTACCTCTCGGACACCTTG;

SEQ ID NO.: 33

TGGTACTGGTACCGTCACTGGCCGTTGCGGCTGTGGCGCTGCCATCTCT
GCTGACTTCGAGGAGGGTGTTCGCGTTCGCTGGCACACTACTTCATATT
TCTGCCGTGGGTACTTTGCCCGCGGCATTCCTCTGAATACTCTTGGCAC
TACTTCAGGTCCTCGC; o

SEQ ID NO.: 35
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CTTCTGCCTACATCCCATCGTTGGAGGTTGACACCTTCGACGCAACCCA
GCTTTTGGACATTATGAGCAGGCCCTATAACAACCTTGAGCTCCAGATT
GGCAAGCCGATTCGTCGGTCGCTGACTGGACTCTTTGTGTCTAGGATCT
GTTCTTTTTTTGGTTCTGACATTCCTGCTACCTTAGCCGAAAGGTATGC
A,

También pueden ser adecuadas las variantes de dichos acidos nucleicos objetivo, al igual que otros acidos nucleicos
objetivo que se correspondan con el TDAV.

En algunas realizaciones, los procedimientos pueden implicar la preparacion de una muestra de ARN y el procesado
de la misma usando una técnica de inmunotransferencia northern en la que el acido nucleico objetivo es detectado
usando una sonda oligonucleotidica que puede incluir una marcador detectable. Una sonda adecuada en una
reaccion de inmunotransferencia northern puede incluir cualquiera correspondiente al TDAV, tal como, por ejemplo,
la SEQ ID NO.: 3, que puede incluir un marcador detectable. Los tipos y/o la cantidad de muestra del acido nucleico
y/o del cebador y/o de la sonda, usados en dichas reacciones, pueden variar, como comprendera el experto habitual
en la materia. Por ejemplo, una reaccion de amplificacion puede llevarse a cabo usando una polimerasa de acido
nucleico (por ejemplo, la polimerasa Taq), al menos un cebador oligonucleotidico capaz de hibridar especificamente
con un polinucleodtido objetivo (normalmente dos oligonucledétidos, como se usarian en una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)) y, opcionalmente, al menos una sonda oligonucleotidica detectable (directa o indirectamente) que
hibrida con el acido nucleico objetivo amplificado. Puede incorporarse una marcador detectable y/o una sonda, por
ejemplo, en el al menos un cebador y/o una sonda oligonucleotidica. En algunas realizaciones, al menos también
puede introducirse un agente de unién al acido nucleico detectable (por ejemplo, un colorante intercalante o no
intercalante) antes, durante o después de la amplificacion. Puede usarse cualquiera de estos u otros procedimientos
para detectar el TDAV en una muestra, como comprenderia el experto habitual en la materia.

La(s) anterior(es) sonda(s) oligonucleotidica(s) descrita(s) puede(n) contener una marcador detectable que
proporciona una sefal que puede ser monitorizada para averiguar si se ha amplificado la secuencia de acidos
nucleicos objetivo. Pueden usarse muchos reactivos, sistemas y/o etiquetas detectables diferentes en los métodos
descritos en el presente documento. Estos incluyen, por ejemplo, los sistemas TagMan®, los sistemas de marcador
detectable-inactivador (por ejemplo, los sistemas FRET, salicilato / ligando DTPA (véase, por ejemplo, Oser et al.
Angew. Chem. Int. Engl. 29 (10): 1167 (1990), hibridacion por desplazamiento, sondas homodlogas, los ensayos
descritos en el documento EP 070685), balizas moleculares (por ejemplo, NASBA), Scorpion, bases de acidos
nucleicos bloqueadas (LNA) (Singh, et al. Chem Commum 4: 455-456 (1998)), sondas de acidos nucleicos
peptidicos (PNA) (Pellestor, et al. European J. Human Gen. 12: 694-700 (2004)), sondas Eclipse (Afonina, et al.
Biotechniques 32: 940-949 (2002)), sondas light-up (Svanvik, et al. Anal Biochem 281: 26-35 (2001)), balizas
moleculares (Tyagi, et al. Nat. Biotechnol. 14: 303-308 (1996)), balizas moleculares tripartitas (Nutiu, et al. Nucleic
Acids Res. 30: €94 (2002)), QuantiProbes (www.giagen.com), HyBeacons (French, et al. Mol. Cell. Probes 15: 363-
374 (2001)), sondas de desplazamiento (Li, et al. Nucliec Acids Res. 30: e5 (2002)), HybProbes (Cardullo, et al.
PNAS 85: 8790-8794 (1988)), MGB Alert (www.nanogen.com), Q-PNA (Fiandaca, et al. Genome Res. 11: 609-611
(2001)), Plexor (www.Promega.com), cebadores LUX (Nazarenko, et al. Nucleic Acids Res. 30: €37 (2002)),
cebadores Scorpion (Whitcombe, et al. Nat Biotechnol 17: 804-807 (1999)), cebadores AmpliFluor (Sunrise)
(Nazarenko, et al. Nucleic Acids Res. 25: 2516-2521 (1997)), cebadores DzyNA (Todd, et al. Clin. Chem. 46: 625-
630 (2000)), y similares. En cada uno de estos ensayos, la generacion de los productos de la amplificacién puede
ser monitorizada mientras esta progresando la reaccion. Puede usarse un aparato para detectar la sefial generada
por el marcador detectable para la deteccion, la medicion y la cuantificacion de la sefial antes, durante y/o después
de la amplificacién. El tipo de sefial en particular puede dictar la eleccion del procedimiento de deteccion. Por
ejemplo, en algunas realizaciones se usan colorantes fluorescentes para marcar las sondas y/o los productos
amplificados. Las sondas pueden unirse a productos amplificados monocatenarios y/o bicatenarios, y/o intercalar los
colorantes en los productos bicatenarios amplificados, y consecuentemente, la fluorescencia resultante aumenta al
aumentar la cantidad de producto amplificado. En algunas realizaciones, la T, puede determinarse observando la
disminucion de la fluorescencia segun se disocia el producto bicatenario amplificado y se libera el colorante
intercalado en el mismo. La cantidad de fluorescencia puede cuantificarse usando un equipo habitual, tal como un
espectrofluorimetro, por ejemplo. También pueden unirse uno o mas marcadores detectables y/o agentes de
inactivaciéon a un cebador o a una sonda. El marcador detectable puede emitir una sefial cuando esté libre o unido a
un acido nucleico objetivo. El marcador detectable también puede emitir una sefial cuando esté en las proximidades
de otro marcador detectable. También pueden usarse marcadores detectables con moléculas inactivadoras, de tal
forma que la sefial solo sea detectable cuando no esta en una proximidad lo suficientemente estrecha de la molécula
inactivadora. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el sistema de ensayo puede provocar que el marcador
detectable sea liberado de la molécula inactivadora. Puede usarse uno cualquiera o mas de dichos marcadores
detectables para marcar y/o detectar los cebadores y/o las sondas usados en los métodos descritos en el presente
documento. Como se ha mencionado anteriormente, en algunas realizaciones el marcador detectable puede estar
unido a una sonda, que puede estar incorporada en un cebador, o puede de otro modo unirse a un acido nucleico
objetivo amplificado (por ejemplo, un agente de unién a un acido nucleico detectable, tal como un colorante
intercalante o no intercalante). En algunas realizaciones, la sonda es un oligonucleétido que hibrida con un acido
nucleico objetivo en 3’ con respecto al, al menos un, cebador. En algunas realizaciones, la polimerasa tiene actividad
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de nucleasa (por ejemplo, en 5’-3’) para liberar la sonda del acido nucleico amplificado. En algunas realizaciones, la
liberacion del acido nucleico amplificado hace que la sonda sea detectable. En algunas realizaciones, la sonda
puede tener un marcador detectable y una molécula inactivadora que inactiva el marcador detectable cuando esta
libre pero que no lo inactiva cuando la sonda esta hibridada con el acido nucleico amplificado. En algunas
realizaciones, pueden usarse dos o mas sondas cuando al menos una sonda tiene un marcador detectable y al
menos otra sonda tiene una molécula inactivadora. Cuando estan en una proximidad suficientemente estrecha entre
si, la molécula inactivadora normalmente suprime la sefial del marcador detectable en la otra sonda. En algunas
realizaciones, pueden usarse dos 0 mas sondas, teniendo cada una un marcador detectable diferente, sin moléculas
inactivadoras. En dichas realizaciones, las sondas pueden hacerse detectables (por ejemplo, de novo o mostrando
una sefial diferente que cualquier sonda sola) cuando estan en una proximidad lo suficientemente cercana entre si.
Dichas reacciones también pueden combinarse con otras etapas de deteccion, tales como el analisis de la
temperatura de fusion y similares. Cuando se usa mas de un marcador detectable, cada uno deberia diferir a sus
propiedades espectrales de forma que los marcadores puedan distinguirse entre si, o de forma que conjuntamente,
los marcadores detectables emitan una sefial que no es emitida por ninguno de los marcadores detectables por
separado.

Algunos ejemplos de marcadores detectables incluyen, por ejemplo, un colorante fluorescente o un fluoréforo (por
ejemplo, un grupo quimico que puede ser excitado por la luz para emitir fluorescencia o fosforescencia), "colorantes
aceptores" capaces de inactivar la sefal fluorescente de un colorante donante fluorescente, y similares. Algunos
marcadores detectables adecuados pueden incluir, por ejemplo, fluoresceinas (por ejemplo, 5-carboxi-2,7-
diclorofluoresceina; 5-carboxifluoresceina (5-FAM); 5-HAT (hidroxitriptamina); 5-hidroxitriptamina (HAT); 6-JOE; 6-
carboxifluoresceina (6-FAM); FITC); fluores Alexa (por ejemplo, 350, 405, 430, 488, 500, 514, 532, 546, 555, 568,
594, 610, 633, 635, 647, 660, 680, 700, 750); fluoréforos BODIPY (por ejemplo, 492/515, 493/503, 500/510, 505/515,
530/550, 542/563, 558/568, 564/570, 576/589, 581/591, 630/650-X, 650/665-X, 665/676, FL, FL ATP, FI-Ceramida,
R6G SE, TMR, TMR-X conjugado, TMR-X, SE, TR, TR ATP, TR-X SE), cumarinas (por ejemplo, 7-amino-4-
metilcumarina, AMC, AMCA, AMCA-S, AMCA-X, ABQ, CPM metilcumarina, cumarina faloidina, hidroxicumarina,
CMFDA, metoxicumarina), calceina, calceina AM, calceina azul, colorantes de calcio (por ejemplo, crimson de
calcio, verde de calcio, naranja de calcio, blanco de calcofluor), colorantes de azul Cascade, amarillo Cascade; Cy™
(por ejemplo, 3, 3.18, 3.5, 5, 5.18, 5.5, 7), la GFP cian, un fluorosensor de AMP ciclico (FICRhR), proteinas
fluorescentes (por ejemplo, la proteina fluorescente verde (por ejemplo, GFP. EGFP), la proteina fluorescente azul
(por ejemplo, BFP, EBFP, EBFP2, Azurita, mKalamal), la proteina fluorescente cian (por ejemplo, ECFP, Cerulean,
CyPet), la proteina fluorescente amarilla (por ejemplo, YFP, Citrina, Venus, YPet), pares de donante/aceptor de
FRET (por ejemplo, fluoresceina/tetrametilrrodamina, IAEDANS/fluoresceina, EDANS/dabcilo,
fluoresceinalfluoresceina, BODIPY FL/BODIPY FL, fluoresceina/QSY7 y QSY9), LysoTracker y LysoSensor (por
ejemplo, LysoTracker Blue DND-22, LysoTracker Blue-White DPX, LysoTracker Yellow HCK-123, LysoTracker
Green DND-26, LysoTracker Red DND-99, LysoSensor Blue DND-167, LysoSensor Green DND-189, LysoSensor
Green DND-153, LysoSensor Yellow/Blue DND-160, LysoSensor Yellow/Blue dextrano de PM 10.000), verde
Oregon (por ejemplo, 488, 488-X, 500, 514); rodaminas (por ejemplo, 110, 123, B, B 200, BB, BG, B extra, 5-
carboxitetrametilrrodamina (5-TAMRA), 5 GLD, 6-carboxirrodamina 6G, Lisamina, Lisamina Rodamina B, Falicidina,
Faloidina, Red, Rhod-2, 5-ROX (carboxi-X-rodamina), Sulforrodamina B can C, Sulforrodamina G Extra,
Tetrametilrrodamina (TRITC), WT), rojo Texas, rojo Texas-X, VIC y otros marcadores descritos, por ejemplo, en la
publicacion de EE.UU. n° 2009/0197254), entre otros, como conoceria el experto en la materia. También pueden
usarse otros marcadores detectables (véase, por ejemplo, la publicacion de EE.UU. n° 2009/0197254), como
conocerian los expertos en la materia. También se contempla el uso de otros procedimientos y/o reactivos en el
presente documento, como comprenderia el experto en la materia.

Las enzimas polimerasas adecuadas para llevar a la practica los procedimientos descritos en el presente documento
son bien conocidas en la materia y pueden proceder de diversas fuentes. Por ejemplo, pueden obtenerse
polimerasas termoestables a partir de diversas bacterias terméfilas que estan disponibles en el mercado (por
ejemplo, en la American Type Culture Collection, Rockville, Md.) usando procedimientos que son bien conocidos por
el experto habitual en la materia (véase, por ejemplo, la Patente de EE.UU. n° 6.245.533). Las células bacterianas
pueden cultivarse segun las técnicas microbioldgicas habituales, usando unos medios de cultivo y unas condiciones
de incubacion adecuadas para el cultivo de cultivos activos de la especie en particular, que son bien conocidos por
el experto habitual en la materia (Véase, por ejemplo, Brock, T. D. y Freeze, H., J. Bacteriol. 98 (1): 289-297 (1969);
Oshima, T. y Imahori, K, Int. J. Syst. Bacteriol. 24 (1): 102-112 (1974)). Algunas fuentes adecuadas de polimerasas
termoestables pueden incluir las bacterias termofilas Thermus aquaticus, Thermus thermophilus, Thermococcus
litoralis, Pirococcusfuriosus, Pirococcus woosii y otras especies del género Pirococcus, Bacillus stearothermophilus,
Sulfolobus acidoocaldarius, Thermoplasma acidoophilum, Thermus flavus, Thermus ruber, Thermus brockianus,
Thermotoga neapolitana, Thermotoga maritime y otras especies del género Thermotoga, y Metanobacterium
thermoautotrophicum, y mutantes de cada una de estas especies. Algunas polimerasas termoestables preferibles
pueden incluir, pero no se limitan a, la polimerasa Taq de ADN, la polimerasa Tne de ADN, la polimerasa Tma de
ADN, o mutantes, derivados o fragmentos de las mismas.

Algunas fuentes de acidos nucleicos (por ejemplo, de acidos nucleicos objetivo) de las composiciones, los
procedimientos y/o los kits incluyen, pero no se limitan a, muestras biolégicas (por ejemplo, de mamifero, que no son
de mamifero) descritas en el presente documento. Por ejemplo, un tejido de mamifero, la sangre, las células
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cultivadas y/u otras muestras de cultivo (por ejemplo, que contienen virus) también pueden ser fuentes adecuadas
de los acidos nucleicos de molde. Ademas, virus, bacteriéfagos, bacterias, hongos y otros microorganismos pueden
ser la fuente del acido nucleico para su analisis. El ADN puede ser gendmico o puede estar clonado en plasmidos,
bacteriofagos, cromosomas bacterianos artificiales (BAC), cromosomas de levadura artificiales (YAC) u otros
vectores. El ARN puede aislarse directamente a partir de las células pertinentes o puede ser producido mediante un
cebado in vitro a partir de un promotor de ARN adecuado o mediante una transcripcion in vitro. También pueden ser
adecuadas otras fuentes, como comprenderia el experto habitual en la materia.

Las moléculas de acidos nucleicos correspondientes a y/o derivadas del y/o que codifican el TDAV y/o un antigeno
(o un inmunogeno) del mismo también pueden estar contenidas en un vector (por ejemplo, un vector recombinante)
tal como uno o mas de vectores no viricos y/o viricos. Dicho vector puede ser utilizado para la administracion de
dichas moléculas de acidos nucleicos (por ejemplo, a una célula in vitro o in vivo). Cuando dichos vectores se usan
para inducir y/o para potenciar una respuesta inmunitaria, el vector también puede codificar otras proteinas (por
ejemplo, moléculas coestimulantes, citocinas o quimiocinas) y/o combinarse con otros factores (por ejemplo,
citocinas exdgenas) (Xiang et al., Immunity, 2: 129-135, 1995; Kim et al., Eur. J. Immunol., 28: 1089-1103, 1998;
Iwasaki et al., J. Immunol. 158: 4591-3601,1997; Sheerlinck et al., Vaccine, 19: 2647-2656, 2001). También pueden
utilizarse otras estrategias para mejorar la eficacia de dichos sistemas de administracion, que incluyen, por ejemplo,
el uso de replicones viricos autorreplicantes (Caley et al., Vaccine, 17: 3124-2135, 1999; Dubensky et al., Mol. Med.
6: 723-732, 2000; Leitner et al., Cancer Res. 60: 51-55, 2000), optimizacioén de codones (Liu et al., Mol. Ther., 1:
497-500, 2000; Dubensky, supra; Huang, et al., J. Virol. 75: 4947-4951,2001), electroporacion in vivo (Widera et al.,
J. Immunol. 164: 4635-3640, 2000), incorporacion de motivos estimulantes tales como CpG (Gurunathan, supra;
Leitner, supra), secuencias para el direccionamiento a las rutas endociticas o de procesado de la ubiquitina
(Thomson et al., J. Virol. 72: 2246-2252, 1998; Velders et al., J. Immunol. 166: 5366-5373, 2001), regimenes de
sensibilizacion y refuerzo (Gurunathan supra; Sullivan et al., Nature 408: 605-609, 2000; Hanke et al., Vaccine, 16:
439-445, 1998; Amara et al., Science 292: 69-74, 2001), sitios de escisidn sensibles al proteasoma y el uso de una
administracion en las mucosas. Algunos vectores "no viricos" pueden incluir, por ejemplo, vectores de plasmidos
(por ejemplo, compatibles con células hospedadoras bacterianas, de insecto y/o de mamifero). Algunos ejemplos de
vectores pueden incluir, por ejemplo, PCR-ii, PCR3 y pADNc3.1 (Invitrogen, San Diego, CA), pBSii (Stratagene La
Jolla, CA), pet15 (Novagen, Madison, WI), pGEX (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ), pEGFp- n2 (Clontech, Palo
Alto, CA), pET1 (Bluebacii, Invitrogen), pDSR-alfa (publicacion PCT n°® WO 90/14363) y pFASTBACdual (Gibco-BRL,
Grand island, NY) asi como derivados del plasmido Bluescript® (un elevado numero de copias del fagémido basado
en COLel, Stratagene Cloning Systems La Jolla, CA), plasmidos de clonacion de PCR disefiados para la clonacion
de los productos de la PCR amplificados mediante la TAQ (por ejemplo, el kit de clonacion TOPO™ TA®, derivados
del plasmido PCR2.1®, Invitrogen, Carlsbad, CA). También pueden usarse vectores bacterianos, que incluyen, por
ejemplo, Shigella, Salmonella (por ejemplo, por una administracion a las mucosas), Vibrio cholerae Lactobacillus,
Bacille Calmette Guerin (BCG) y Streptococcus (véase, por ejemplo, el documento WO 88/6626; el documento WO
90/0594; el documento WO 91/13157; el documento WO 92/1796; y el documento WO 92/21376). Los vectores
pueden construirse usando las técnicas recombinantes habituales ampliamente disponibles para el experto en la
materia. En la materia se conocen y pueden usarse otros muchos vectores de expresion y sistemas de plasmidos no
viricos. Varios sectores viricos que han sido utilizados con éxito para la introduccién de un acido nucleico en un
hospedador incluyen retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados (AAV), virus herpes y poxvirus, entre otros. Los
vectores viricos pueden construirse usando las técnicas recombinantes habituales ampliamente disponibles para el
experto en la materia.

También pueden ser suficientes otras técnicas de administracion, que incluyen, por ejemplo, complejos de ADN-
ligando, complejos de adenovirus-ligando-ADN, inyeccion directa de ADN, precipitacion con CaPO., técnicas de
cafnon de genes, electroporacion y sistemas de dispersion coloidales. Algunos sistemas de dispersion coloidales
incluyen complejos macromoleculares, nanocapsulas, microesferas y sistemas basados en lipidos que incluyen
emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas. El sistema coloidal preferido es un liposoma,
que son vesiculas artificiales con membrana utiles como vehiculos de administracién in vitro e in vivo. Pueden
encapsularse ARN, ADN vy viriones intactos en el interior acuoso y ser administrados a las células en una forma
bioldgicamente activa (Fraley, R. et al. Trends Biochem. Sci., 6: 77, 1981). La composicion del liposoma es
habitualmente una combinacién de fosfolipidos, particularmente fosfolipidos con una elevada temperatura de
transicion de fase, habitualmente junto con esteroides, especialmente colesterol. También pueden usarse otros
fosfolipidos u otros lipidos. Las caracteristicas fisicas de los liposomas dependen del pH, la fuerza idnica y la
presencia de cationes divalentes. Algunos ejemplos de lipidos Uutiles en liposomas incluyen, por ejemplo,
compuestos de fosfatidilo, tales como fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina,
esfingolipidos, cerebrosidos y ganglidsidos. Particularmente utiles son los diacilfosfatidilgliceroles, en los que la
fraccion lipidica contiene entre 14-18 atomos de carbono, particularmente entre 16-18 atomos de carbono, y esta
saturada. Algunos fosfolipidos ilustrativos incluyen fosfatidilcolina de huevo, dipalmitoilfosfatidilcolina vy
diestearoilfosfatidilcolina.

Como comprenderian los expertos habituales en la materia, los procedimientos para la preparacion y el uso de
dichos vectores no viricos, vectores viricos y variaciones de los mismos, estan disponibles en la materia. Por
ejemplo, pueden encontrarse algunas técnicas utiles en referencias de biologia molecular habituales tales como
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Sambrook et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989), Gene
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Expression Technology (Methods in Enzymology, Vol. 185, editado por D. Goeddel, 1991. Academic Press, San
Diego, CA) y PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (Innis et al., 1990. Academic Press, San Diego,
CA), por ejemplo.

Los polipéptidos del TDAV descritos en el presente documento pueden ser los mismos o similares a los especificos
del TDAV (por ejemplo, la SEQ ID NO.: 3), y pueden contener y/o estar modificados para que contengan
sustituciones que pueden considerarse, por ejemplo, conservativas o no conservativas. Una sustitucion conservativa
puede ser, por ejemplo, la sustitucion de un tipo de resto de aminoacido por un tipo de resto de un aminoacido
similar. Una sustitucion no conservativa puede ser, por ejemplo, la sustitucion de un tipo de resto de aminoacido por
un tipo de resto de un aminoacido diferente. Los aminoacidos pueden ser similares entre si, por ejemplo, si se basan
en el tamafio, la hidrofobicidad, la polaridad, la alifaticidad (o no), la aromaticidad (o la ausencia de la misma), la
carga (positiva o negativa) u otros atributos. Algunos ejemplos no limitantes y preferidos de sustituciones se
muestran en la Tabla 1:

Tabla 1. Sustituciones de aminoacidos

Restos originales Ejemplos de sustituciones Sustituciones preferidas
Ala Val, Leu, He Val
Arg Lys, GIn, Asn, His Lys
Asn GIn GIn
Asp Glu Glu
Cys Ser, Ala Ser
GIn Asn Asn
Glu Asp Asp
Gly Pro, Ala Ala
His Asn, GIn, Lys, Arg Arg
He Leu, Val, Met, Ala, Phe, Norleucina Leu
Leu Norleucina, lle, Val, Met, Ala, Phe He
Lys Arg, 1,4 Acido diaminobutirico, GIn, Asn Arg
Met Leu, Phe, lle Leu
Phe Leu, Val, lle, Ala, Tyr Leu
Pro Ala Gly
Ser Thr, Ala, Cys Thr
Thr Ser Ser
Trp Tyr, Phe Tyr
Tyr Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val lle, Met, Leu, Phe, Ala, Norleucina Leu

También se desvela una célula cultivada que comprende moléculas de acidos nucleicos correspondientes al y/o
derivadas del y/o que codifican el TDAV y/o un antigeno (o un inmundgeno) del mismo. La célula cultivada puede ser
transfectada y/o infectada por un vector o por la descendencia del mismo, de forma que puede expresar un
polipéptido (por ejemplo, un antigeno). Las lineas celulares adecuadas son conocidas por los expertos en la materia
y estan disponibles en el mercado, por ejemplo, a través de colecciones de cultivo celular establecidas. Dichas
células pueden usarse después para la produccién de particulas viricas, de polipéptidos, de reactivos para la
deteccion y/o el aislamiento del TDAV, o para otros usos. Un ejemplo de procedimiento puede comprender el cultivo
de una célula que comprende la molécula de acido nucleico (por ejemplo, opcionalmente bajo el control de una
secuencia de expresion) en unas condiciones que permitan la produccion de particulas viricas o la expresion de un
polipéptido. La particula virica, el polipéptido y/u otro reactivo puede aislarse después a partir de la célula o del
medio de cultivo celular usando técnicas convencionales.

También se desvelan preparaciones y/o composiciones que comprenden acidos nucleicos del TDAV (por ejemplo,
contenidos en un vector), polipéptidos y/o péptidos correspondientes al mismo. Por ejemplo, una preparacién o una
composicion puede comprender, por ejemplo, un acido nucleico, un polipéptido y/o un péptido del TDAV en forma de
una preparacion o una composicion parcialmente purificada (por ejemplo, con una pureza de aproximadamente
cualquiera del 50 %, el 60 %, el 75 %, el 90 %, el 95 % (por ejemplo, p/p)) o purificada (por ejemplo, de
aproximadamente el 98-100 % (p/p)). Normalmente, dichas preparaciones incluyen un tampén tal como solucion
salina tamponada con fosfato o con tris (PBS o TBS, respectivamente). Las preparaciones también pueden
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formularse para que contengan excipientes, como estabilizantes, por ejemplo.

En algunas realizaciones se proporcionan procedimientos para la deteccion de las células que comprenden
particulas viricas del TDAV y/o antigenos del mismo usando los oligonucleétidos o los cebadores de la invencion. En
ciertas realizaciones, las células que expresan el (los) antigeno(s) del TDAV en la superficie de la célula de un
animal (por ejemplo, un caballo) pueden ser detectadas poniendo en contacto una muestra bioldgica de prueba con
un oligonucledtido y detectando el mismo unido a las células (por ejemplo, usando una citometria de flujo). En
ciertas realizaciones, el procedimiento puede comprender la comparacién entre la cantidad de unién de la muestra
bioldgica de prueba o los componentes de la misma y la cantidad de unién de una muestra biolégica de control o los
componentes de la misma, en la que un aumento en la unién a la muestra bioldgica de prueba o los componentes de
la misma con respecto a la muestra biolégica de control o los componentes de la misma, indica la presencia de una
célula de linfoma en la muestra biolégica de prueba. En algunas realizaciones, la muestra bioldégica es sangre
equina. Dichos procedimientos también se proporcionan en un formato in vivo y/o in vitro.

Para ayudar al artesano experto en el uso de los acidos nucleicos descritos en el presente documento, los mismos
pueden proporcionarse en un formato de kit. En el presente documento también se proporciona un kit que incluye
dichos acidos nucleicos y opcionalmente otros componentes necesarios para el uso de los mismos para la deteccion
del TDAV en una muestra bioldgica (por ejemplo, una célula o un fluido). Los acidos nucleicos del kit pueden
proporcionarse en cualquier forma adecuada, incluyendo congelados, liofilizados o en un tampdn farmacéuticamente
aceptable tal como TBS o PBS.

Como se ha descrito anteriormente, esta divulgacion se refiere a la SEQ ID NO.: 1, 2 o 3. Esta divulgacion se refiere,
por ejemplo, a una secuencia de acidos nucleicos aislada que comprende la SEQ ID NO.: 1 o 2; una secuencia de
acidos nucleicos aislada que tiene una identidad de al menos el 90 % con la SEQ ID NO.: 1 o 2 una secuencia de
acidos nucleicos aislada que codifica la SEQ ID NO.: 3; una secuencia de acidos nucleicos aislada que codifica un
polipéptido que tiene una identidad de al menos el 90 % con la SEQ ID NO.: 3; un polipéptido que comprende la
SEQ ID NO.: 3; un polipéptido que tiene una identidad o similitud de al menos el 90 % con la SEQ ID NO.: 3; un
oligonucledtido que tiene una secuencia de acidos nucleicos hibridable en unas condiciones alta o0 moderadamente
rigurosas con la SEQ ID NO.: 1 o 2; un oligonucleétido seleccionado entre el grupo que consiste en la SEQ ID NO.:
1,1a SEQID NO.:2,la SEQ ID NO.: 3, la SEQID NO.: 4, la SEQID NO.: 5, la SEQID NO.: 6, la SEQID NO.: 7, la
SEQ ID NO.: 8,1a SEQ ID NO.: 9, la SEQ ID NO.: 10, la SEQ ID NO.: 11, la SEQ ID NO.: 12, la SEQ ID NO.: 13, la
SEQ ID NO.: 14, la SEQ ID NO.: 15, la SEQ ID NO.: 16, la SEQ ID NO.: 17, la SEQ ID NO.: 18 y la SEQ ID NO.: 19;
dos o mas oligonucleétidos para la amplificacion de una secuencia de acidos nucleicos de un virus (por ejemplo, el
TDAV), comprendiendo cada oligonucledtido una secuencia de acidos nucleicos correspondiente a al menos una
porcién de al menos 20 o mas nucleétidos consecutivos de la SEQ ID NO.: 1 o 2, complementaria de una porcion de
al menos 20 o mas nucledtidos consecutivos de la SEQ ID NO.: 1 o 2, o complementaria de una secuencia de
acidos nucleicos que codifica una porcién de al menos 20 o mas aminoacidos consecutivos de la SEQ ID NO.: 3,
que comprende opcionalmente uno o mas marcadores detectables; un par de cebadores seleccionado entre el grupo
que consiste en las SEQ ID NOS.: 4y 5; las SEQ ID NOS.: 6y 7; las SEQ ID NOS.: 8y 9; las SEQ ID NOS.: 10y 11;
las SEQ ID NOS.: 12y 13; las SEQ ID NOS.: 14 y 15; las SEQ ID NOS.: 16 y 17; y las SEQ ID NOS.: 18 y 19, que
opcionalmente comprende uno o mas marcadores detectables; procedimientos para la deteccién y/o la identificacion
y/o la cuantificacion de un virus (por ejemplo, el TDAV) en una muestra (por ejemplo, en una muestra bioldgica tal
como suero), que comprende la amplificacion a partir de la muestra de un acido nucleico correspondiente al TDAV;
un kit para la deteccion de un acido nucleico de un virus en una muestra, comprendiendo el kit un oligonucleétido,
oligonucledtidos y/o un par de cebadores para la deteccion y/o la identificacion y/o la cuantificacion del TDAV,
comprendiendo opcionalmente adicionalmente el kit un soporte sélido y/o uno o mas reactivos de amplificacion; un
procedimiento de produccion de una molécula de acido nucleico, de un péptido y/o de un polipéptido
correspondiente al TDAV, comprendiendo el procedimiento la transfeccién de una célula hospedadora con un vector
de expresion que codifica el péptido o el polipéptido, el cultivo de la célula hospedadora de forma que se exprese la
molécula del acido nucleico, el péptido y/o el polipéptido, y el aislamiento del péptido o del polipéptido. Esta
divulgacion también proporciona otras realizaciones, como reconoceria el experto habitual en la materia.

Cualquier indicacion de que una caracteristica es opcional pretende proporcionar un apoyo adecuado a las
reivindicaciones que incluyen un lenguaje cerrado o exclusivo o negativo con referencia a la caracteristica opcional.
El lenguaje exclusivo excluye especificamente la caracteristica indicada en particular para que no incluya ningun
asunto en cuestion adicional. Por ejemplo, si se indica que A puede ser el farmaco X, dicho lenguaje pretende
proporcionar apoyo para una reivindicacion que especifica explicitamente que A consiste Unicamente en X, o que A
no incluye ningun otro farmaco aparte de X. Un lenguaje "negativo" excluye explicitamente la propia caracteristica
opcional del ambito de las reivindicaciones. Por ejemplo, si se indica que el elemento A puede incluir X, dicho
lenguaje pretende proporcionar apoyo a una reivindicacion que explicitamente especifica que A no incluye X.
Algunos ejemplos no limitantes de términos exclusivos o negativos incluyen "solo”, "Unicamente”, "que consiste en”,
"que consiste esencialmente en", "solo”, "sin", "en ausencia de (por ejemplo, otros elementos del mismo tipo,

estructura y/o funcién)" "excluyendo”, "no incluyendo"”, "no", "no puede”, o cualquier combinacién y/o variacion de
dicho lenguaje.

En los siguientes ejemplos se describen adicionalmente algunas realizaciones. Estas realizaciones se proporcionan
Unicamente como ejemplos y no pretenden limitar el ambito de las reivindicaciones en modo alguno.
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Ejemplos

A continuacion se describen los procedimientos utilizados para el aislamiento del genoma de un nuevo virus
denominado "virus asociado a la enfermedad de Theiler" (TDAV). El genoma se presenta como la SEQ ID NO: 1; la
secuencia de aminoacidos codificante se presenta como la SEQ ID NO.: 2; y la secuencia de aminoacidos se
presenta como la SEQ ID NO.: 3.

A. MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS
1. Extraccion del ARN

Los sueros recogidos de los caballos se almacenaron a -80 °C. El ARN se extrajo a partir de alicuotas de 300 ul de
los sueros almacenados usando el reactivo TRIzol LS (Life Technologies) como tal, segun el protocolo del
fabricante. En resumen, se afiadieron 900 ul de TRIzol LS a 300 pl de los sueros; el tubo se agitd a mano; la
muestra homogeneizada se incubd durante 5 minutos (min) a la temperatura ambiente; se anadieron 0,24 ml de
cloroformo y se agitaron vigorosamente; la muestra se centrifugd a 12.000 x g durante 15 min a 4 °C; se conservo la
parte superior de la fase acuosa; se afiadieron 15 ug de GlycoBlue (Life Technologies); se afiadieron 600 pl de 2-
propanol; la muestra se incubd a la temperatura ambiente durante 10 min; la muestra se centrifugdé a 12.000 x g
durante 10 min a 4 °C; el sobrenadante se desechd; el sedimento de ARN se lavé con etanol al 75 %; el sedimento
se seco y el ARN se disolvié en 20 ul de agua. Las muestras de ARN extraidas se sometieron a un tratamiento con
Turbo DNA-free (Life Technologies) como tal, segin el protocolo del fabricante con una modificacion (incluye
inhibidor de la RNasa). En resumen, se afiadié una mezcla 2,9 ul de tampdn Turbo DNase, 5 pl de H20 y 0,25 pl de
inhibidor de la RNasa (Life Technologies) a una muestra de 20 yl de ARN; se afiadié 1 ul de Turbo DNase; la
muestra se incubd a 37 °C durante 20 min; se afiadieron 3 ul de reactivo de inactivacion de DNasa; la muestra se
incubd a la temperatura ambiente durante 5 min; la muestra se centrifugé a 10.000 x g durante 1,5 min a la
temperatura ambiente; se conservaron 21,5 ul del sobrenadante para un analisis adicional.

2. Preparacion y secuenciacion de la genoteca

En resumen, se usaron 4 pl de ARN tratado con DNasa como molde para la transcripcion inversa en las siguientes
condiciones: se mezclé cebador 3Sol_N (concentracion final, 8 uM) con ARN y se desnaturalizé a 65 °C durante 5
min antes de su incubacion en hielo durante 5 min. Se afiadieron los reactivos transcriptasa inversa Superscript ll|
(10 U/ul) (Life Technologies), tampén Superscript Ill (1x), MgClz (5 mM), DTT (10 mM), dNTP (500 uM) y RNaseOUT
(0,4 U/pl), y la muestra se incubd a 42 °C durante 60 min seguido de 94 °C durante 4 min. Para la sintesis de la
segunda hebra se afadieron 5 pl de una mezcla de tampoén Sequenase (0,33x) y Sequenase 2.0 (0,13 U/ul). La
temperatura de la reaccion se aumenté desde 4 °C hasta 37 °C durante 8 min, después se mantuvo a 37 °C durante
8 min. En una etapa inicial de la PCR, se amplificaron 5 uyl de este ADNc con polimerasa de ADN Klentaq LA (0,1
U/ul) (Sigma) en tampon Klentaq (1x), dNTP (200 uM) y cebador 3_Sol (2 mM), y se llevd a cabo la PCR en las
siguientes condiciones de ciclacion: a 94 °C durante 3 min, 25 ciclos [a 94 °C durante 30 segundos (s), a 40 °C
durante 1 min, a 68 °C durante 1 min], a 68 °C durante 7 min. Una PCR final con 4 cebadores us6 10 ng de la
reaccion inicial de PCR como molde con tampdn Klentag (1x), dNTP (200 uM), cebador SolM1 (10 nM),
SolM2_barcode (10 nM), dos oligos elaborados con la modificacion CleanAmp Precision™ (TriLink
BioTechnologies), 5SolM1_18** (200 nM), 5SolM2_19** (200 nM) y polimerasa de ADN Klentaq LA (0,1 U/ul). Se
usaron las siguientes condiciones de ciclacion para esta etapa de la PCR: a 94 °C durante 1 min, después dos ciclos
[a 94 °C durante 30 s, a 40 °C durante 30 s, a 68 °C durante 1 min], a 94 °C durante 10 min, siete ciclos [a 94 °C
durante 30 s, a 58 °C durante 30 s, a 68 °C durante 1 min] y a 72 °C durante 5 min. Las genotecas de secuenciacion
resultantes se purificaron usando DNA Clean & Concentrator-5 (Zymo Research) segun el protocolo del fabricante y
eluyendo con 20 pl de H>O. Se seleccionaron por tamafo diez microlitros de las genotecas purificadas (de 423 pb +/-
7 %) usando LabChip XT (kit de ensayo DNA 750, Caliper/Perkin Elmer) y se purificaron adicionalmente mediante
una columna Zymo. Las concentraciones individuales de las genotecas se determinaron mediante una gPCR usando
una genoteca de control PhiX (lllumina) con los cebadores 1.1 y 2.1 y Fast SYBR Green Master Mix (Life
Technologies), segun el protocolo del fabricante. Después las genotecas se agruparon en concentraciones
equimolares y se volvieron a cuantificar antes de la secuenciacion. Se llevé a cabo una secuenciacion de extremos
apareados (100 ciclos para cada extremo apareado) en el HiSeq2000 (lllumina) con los reactivos de generacion
agregados v3 y los reactivos SBS, segun las instrucciones del fabricante.

3. Secuenciacion con lllumina

Se llevo a cabo una secuenciacion de extremos apareados (100 ciclos para cada extremo apareado) mediante la
generacion en primer lugar de agregados en una celda de flujo (FC) del cBot segun se describe en la "Guia del
usuario del cBot" (Parte #: 15006165 Rev. G, lllumina); la FC agregada se sometié a una secuenciacion de extremos
apareados en el HiSeq200 segun se describe en la "Guia del usuario del HiSeq 2000" (Parte #: 15011190 Rev. K,
lllumina).

4. Analisis de la secuenciacion

Los datos de la secuencia inicial FASTQ fueron categorizados mediante el indice de secuenciacion para cada una
de las tres muestras. Se eliminaron los pares de lectura de secuencia para los que una de las lecturas tenia 10 o
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mas bases no solicitadas (Ns). Las lecturas de baja complejidad se identificaron mediante el analisis del tamafio de
la cadena de secuencia Lempel-Ziv-Welch comprimida después de eliminar las Ns de la cadena para evitar
aumentos artificiales en la complejidad. Los pares de lectura de secuencia para los que una de las lecturas tenia un
tamafio comprimido por debajo de 37 se eliminaron. Las restantes lecturas de secuencia fueron alineadas con el
genoma de caballo (EquCab2.0, GCF 000002305.2) (33) mediante un BLAST de nucledtidos (blastn) con el tamafio
de palabra y el valor E por defecto (11 y 10, respectivamente). Los pares de lectura de secuencia para los que una
de las lecturas tenia al menos 80/100 nucleétidos (80 % de la identidad de lectura total) que se cartografiaban de
forma idéntica al genoma del caballo se consideraron derivados del hospedador y se eliminaron del analisis
secuencia abajo. Las lecturas de secuenciacion restantes se alinearon mediante blastn como BLAST traducido
(blastx) con todos los genomas viricos y secuencias de proteinas de RefSeq (marzo de 2012), respectivamente, con
el tamafio de palabra (11 para blastn, 3 para blastx) y el valor E (10 tanto para blastn como para blastx) por defecto.
Las secuencias que se emparejaban con la base de datos virica se aislaron y se consideraron candidatas. Para
confirmar el origen virico en un contexto no sesgado, se alinearon las secuencias viricas candidatas con la base de
datos de nucledtidos no redundante (NT; abril de 2012) mediante blastn usando los parametros por defecto. Las
lecturas viricas candidatas que no tenian una alineacion con los NT se alinearon con la base de datos de proteinas
no redundante (NR; abril de 2012) mediante blastx usando los parametros por defecto. Las lecturas viricas
candidatas cuyas alineaciones de mayor puntuacion se cartografiaban uUnicamente con los genomas viricos se
consideraron de origen virico.

5. Ensamblaje del genoma

Todas las lecturas que se cartografiaban con la familia Flaviviridae de cada una de las tres muestras fueron
consolidadas en archivos FASTA que representan el punto de partida para los ensamblajes del genoma. Estas
lecturas se usaron como siembra para el ensamblaje metatranscriptomico dirigido usando una version alfa (v0.16.2)
del programa informatico ensamblador Paired-Read Iterative Contig Extension (PRICE)
(http://derisilab.ucsf.edu/software/price/index.html). El PRICE usa la informacion de los extremos apareados para
generar ensamblajes locales que extienden los contigos existentes; en este caso, los contigos iniciales eran lecturas
con unos emparejamientos de blastx con la familia Flaviviridae, y los contigos fueron extendidos repetidamente a lo
largo de tantos ciclos como fuera posible. En algunos casos, si se detenia un ensamblaje, los datos de la secuencia
no filtrados eran cartografiados con el ensamblaje existente, y las lecturas con un elevado porcentaje de identidad
eran desechadas en un esfuerzo por recoger siembras de una calidad mas alta para un ensamblaje adicional.

6. Analisis filogenético

Todas las secuencias de poliproteinas de Flaviviridae de la RefSeq, ademas de las secuencias de poliproteinas de
los recientemente descubiertos hepacivirus no primates (NPHV) (Fig. 4 A-N; Tabla 2), fueron alineadas con la
secuencia de poliproteinas del TDAV usando MUSCLE. La alineacién de secuencia multiple fue importada en
MEGAS5, y se construy6 un arbol filogenético de Neighbor-Joining con 100 réplicas de muestreo con reposicion y se
consider6 un arbol de radiacion (Fig. 3).

Tabla 2. Gls de las secuencias de Flaviviridae referenciadas

Nombre del virus Gl Marcador | Nombre del virus Gl Marcador
Flavivirus Aedes 254688377 37 Virus Kamiti River 33620714 38
Virus Alkhurma 24432114 30 Virus Karshi 62326810 28
Virus Apoi 20178607 27 Virus Kedougou 226377836 13
Virus Bagaza 226377838 7 Virus Kokobera 126010839 11
Virus de la enfermedad de Border| 20198946 41 Virus Langat 20260782 31
Virus de la diarrea virica bovina 1 | 9626650 45 Virus Loupingill 9629457 33
Virus de la diarrea virica bovina 2 | 9629507 46 Virus Modoc 20177456 26
Virus de la
Virus de la diarrea virica bovina 3 | 240114605 44 leucoencefalitis de 22550316 24

Montana myotis

Virus Bussuquara 126010843 | 10 Virus de la encefalitis de | 9533693 2
Murray Valley

Hepacivirus canino 330722930 64 Nphv#1 (afj20709.1) 386686662 60
Agente virico de fusioén celular 9627243 39 Nphv #2 (afj20708.1) 386686660 61
Virus de la fiebre porcina clasica | 12657942 42 Nphv #3 (afj20707.1) 386686657 58
Flavivirus Culex 166159178 35 Nphv #4 (afj20706.1) 386686655 62
Virus del Dengue 1 9626686 17 Nphv #5 (afj20705.1) 386686653 63
Virus del Dengue 2 159024209 15 Nphv #6 (afj20704.1) 386686651 59
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(continuacion)

Nombre del virus Gl Marcador Nombre del virus Gl Marcador
Virus del Dengue 3 163644369 16 Nphv #7 (afj20703.1) 386686649 65
Virus del Dengue 4 12084823 14 xg;ifrzg'ﬁcgegn‘jsk 33589254 32
Virus Donggang 380877199 18 Pestivirus de jirafa 1 20178633 43
Flavivirus Duck TA 379764914 9 Virus Powassan 20260780 29
virus Entebbe bat 119952255 20 Virus Quang Binh 229904920 36
Xg‘.‘rshgﬁgfiado alaenfermedad | pgp, 47 Virus de Rio Bravo 20178609 25
Virus GB A 9629719 49 Virus Sepik 119952253 23
Virus GB B 9628102 51 Virus de la encefalitis de | 453505975 | 5
san Luis
Virus GB C 9628706 50 Virus Tamana bat 21397175 40
Virus GB D 300431402 48 Virus Tembusu 340034687 8
Virus de la encefalitis
Virus de la Hepatitis C gt1 22129793 53 transmitida por 9628432 34
garrapatas
Virus de la Hepatitis C gt2 157781213 57 Virus Usutu 56692442 1
Virus de la Hepatitis C gt3 157781217 56 Virus Wesselsbron 238801615 22
Virus de la Hepatitis C gt4 157781209 54 Virus del Nilo occidental | 158516888 4
Virus de la Hepatitis C gt5 157781211 55 Virus de la fiebre amarilla| 9627245 21
Virus de la Hepatitis C gt6 157781215 52 Virus Yokose 33112011 19
Virus llheus 126010841 6 Virus Zika 226377834 12
Virus de la encefalitis japonesa | 9626461

7. Recuperacion fisica y validacion de la secuencia del TDAV

El ensamblaje del genoma del TDAV fue validado mediante la recuperacion y la secuenciacion de diez amplicones
solapantes de la RT-PCR que abarcan las posiciones 57-10127 (véase a continuacion). La recuperacion con éxito
de cada amplicon requirié la optimizacion de las condiciones de la RT y de la PCR. Se usaron dos metodologias de
transcripcion inversa (RT) diferentes junto con 4 condiciones diferentes de la PCR para recuperar los 10 clones
solapantes del TDAV mostrados en la Fig. 2D. Los amplicones para cada par de cebadores se clonaron en el vector
TOPO T/A pCR4.0 (Life Technologies) y se secuenciaron las hebras directa e inversa de al menos tres clones
independientes (Elim Biopharma). A continuacion se describié un resumen de las coordenadas del TDAV para cada
uno de los 10 amplicones, sus correspondientes condiciones de transcripcion inversa, las condiciones de la PCR y
los pares de cebadores de la PCR que produjeron los productos especificos. Para la transcripcion inversa se uso el
sistema de sintesis SuperScript Il First-Stry (Life Technologies) segun el protocolo del fabricante para hexameros
aleatorios (condicion de la RT 1) o cebadores especificos de gen (condicion de la RT 2) con un grupo de los
siguientes cebadores: EVT-151, -155, -157, -163, -171, - 175, -177, -183, -187 y -189 (Tabla 3). Para las condiciones
de las PCR 1-3, se ciclaron una mezcla de reaccion de PCR de polimerasa Klentag LA (molde de ADNc, cebadores
de PCR 200 nM, dNTP 200 uM, 0,1 U/ul de polimerasa de ADN Klentaq LA (Sigma-Aldrich) en 1X de tampdn
Klentaq) en las siguientes 3 condiciones diferentes: (1) a 94 °C durante 60 s, 32 ciclos de 94 °C durante 30 s, a
55 °C durante 30 s, a 68 °C durante 1 min 45 s, seguido de 68 °C durante 7 min; (2) a 94 °C durante 60 s, 32 ciclos
de 94 °C durante 30 s, a 59,5 °C durante 30 s, a 68 °C durante 1 min 45 s, seguido de 68 °C durante 7 min; o (3) a
94 °C durante 60 s, después 1 ciclo de 94 °C durante 30 s, a 65 °C durante 30 s, y a 68 °C durante 1 min 45 s,
seguido de 9 ciclos adicionales con una disminucion de 1 °C en la temperatura de hibridacion, después 25 ciclos de
94 °C durante 30 s, a 55°C durante 30 s, a 68 °C durante 1 min 45 s, después a 68 °C durante 7 min. Para la
condiciéon de la PCR 4, se ciclaron una mezcla de reaccion de PCR de polimerasa de ADN Phusion (molde de
ADNCc, cebadores de la PCR 500 nM, dNTP 200 uM y 0,1 U/ul de polimerasa de ADN Phusion (New England
Biolabs) en 1X de tampon Phusion HF complementado con DMSO al 3 %) en las siguientes condiciones: a 94 °C
durante 60 s, después 1 ciclo de 94 °C durante 30 s, a 65 °C durante 30 s, y a 68 °C durante 1 min 45 s, seguido de
9 ciclos adicionales con una disminucién de 1 °C en la temperatura de hibridacién, después 25 ciclos de 94 °C
durante 30 s, a 55 °C durante 30 s, 68 °C durante 1 min 45 s, seguido de 68 °C durante 7 min (Tabla 4). Finalmente,
una de las dos condiciones de RT y una de las cuatro condiciones de PCR produjo un amplicén especifico para cada
par de cebadores que fue TOPO-clonado segun el protocolo del fabricante (Life Technologies, San Diego, CA). Se
secuenciaron al menos tres insertos clonados TOPO independientes por parte Elim Biopharma (Hayward, CA).
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Tabla 4. Condiciones de la RT-PCR para la recuperacion fisica de la secuencia del TDAV

Coordenadas del amplicon del TDAV| Condicion de la RT * | Condicion de la PCR *|  Cebadores de la PCR *
1-336 RACE en 5 (\'/tléase a| RACE en 5 (\((:’:'ase a | Adaptador de la RACE en 5,
continuacion) continuacion) EVT147
57-1518 2 1 EVT-144, -153

1115-2309 1 1 EVT-152, -159
2144-3557 2 1 EVT-158, -161
3100-4304 1 1 EVT-160, -167
4128-4808 2 4 EVT-166, -165
4324-5822 2 3 EVT-164, -169
5607-6966 1 2 EVT-170, -173
6555-8000 1 2 EVT-172,-179
7834-8645 2 2 EVT-178, -181
8245-10127 1 2 EVT-180, -187

* VVéase Materiales y procedimientos para la descripcion detallada de las condiciones recogidas.

1 Véase la Tabla 3 para las secuencias de los cebadores de la PCR.

Se recupero6 la secuencia mas 5’ del TDAV mediante la realizacion de una amplificacion rapida de los extremos del
ADNCc en 5’ (5-RACE) segun el protocolo del fabricante (Life Technologies. En resumen, se usaron 2 pl del ARN de
dos sujetos (el Caballo A1 y el Caballo A2) y la antitoxina 2 como aporte en la etapa inicial de la RT. La transcripcion
inversa se ceb6 con EVT-145 (Tabla 3). Los ADNc purificados se sometieron a una reacciéon de prolongacion con
dCTP. EI ADNc con la prolongacion de dCTP se usé como molde para la PCR con EVT-147 (Tabla 3) y el cebador
proporcionado por el fabricante Abridged Anchor. La PCR se llevé a cabo segun el protocolo del fabricante para la
polimerasa Taq (New England BioLabs) con las siguientes condiciones de ciclado: a 94 °C durante 2 min, después
32 ciclos de 94 °C durante 30 s, a 55 °C durante 30 s, a 72 °C durante 1 min, seguido de 72 °C durante 7 min. Los
productos de la PCR se purificaron y se concentraron mediante una purificacion en columna (DNA Clean &
Concentrator™-5, Zymo Research) segun el protocolo del fabricante. Los productos purificados de la RACE en 5’ se
seleccionaron por tamarios (292-438 pb) usando el LabChip XT (kit de ensayo DNA 750, Caliper/Perkin Elmer).

8. Ensayo diagnéstico del TDAV basado en una PCR

El ensayo diagnostico de gRT-PCR del TDAV usé un ARN aislado a partir de 300 pl de suero o de plasma equino,
como se ha descrito anteriormente. Se usaron dos microlitros de ARN para llevar a cabo la transcripcién inversa con
un cebado aleatorio segun el protocolo del fabricante (Superscript Ill First-Stry Synthesis System, Life Technologies).
Se afadié ADNc diluido (1:10) a las reacciones de qPCR con Fast SYBR Green Master Mix (Life Technologies) y
uno de los siguientes pares de cebadores: EVT-162/-163 (TDAV), EVT-146/147 (TDAV) y EVT-192/-193 (ARNr 18S
equino). Todas las muestras estaban enmascaradas y las reacciones se llevaron a cabo al menos por triplicado. El
ensayo de qRT-PCR del TDAV estaba disefiado para separar las muestras positivas conocidas y negativas
conocidas mediante al menos 9 C; en los experimentos piloto iniciales. No pudieron establecerse unos valores
umbral predefinidos de C: para la positividad del TDAV debido a la pequeia variabilidad de un dia a otro en el
ensayo; por lo tanto, la positividad se definié como i) la deteccion de ARNr 18S equino con unos C; sustancialmente
menores a los de las muestras enmascaradas predichas como H-O vy ii) la deteccién del ARN virico con ambos
conjuntos de cebadores del TDAV con unos C: sustancialmente menores que en las muestras enmascaradas
predichas como controles negativos.

B. RESULTADOS
1. Resumen del brote epidémico

Se investigd un brote epidémico de la enfermedad de Theiler que se produjo en una granja de caballos en el oeste
de los Estados Unidos después de un tratamiento profilactico de los animales para un envenenamiento por toxina
botulinica. La granja (Granja A) alojaba una poblacion de 75 caballos, de los que a cuatro se les diagnosticaron
signos de envenenamiento por botulismo después del consumo de alimentos contaminados. Dos de los caballos
presentaron una rapida aparicion de paralisis y fueron sacrificados. Los otros dos caballos mostraron unos sintomas
mas leves, se trataron con plasma antitoxina botulinica equina, y se recuperaron por completo. Como medida
profilactica se administré después un tratamiento antitoxina botulinica a los otros 21 caballos con sospecha de haber
estado expuestos al alimento contaminado. Debido a que las cantidades del lote de antitoxina inicial estaban
limitadas, a los primeros cuatro caballos se les proporcioné la misma antitoxina usada para el tratamiento de los dos
caballos asintomaticos ('Antitoxina 1’) y a 17 caballos se les administrd una antitoxina botulinica de una fuente
independiente ('Antitoxina 2’). Los restantes caballos de la granja se dejaron sin tratar. Uno de los caballos que se
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traté con la Antitoxina 1 tras presentar unos sintomas leves de botulismo fue retirado de la granja y no estuvo
disponible para una monitorizacién adicional, dejando un total de 22 caballos que se trataron con la Antitoxina 1 (N =
5) o la Antitoxina 2 (N = 17) para una observacion y un ensayo continuado. A las ocho semanas, dos de los caballos
tratados con la Antitoxina 2 (el Caballo A1 y el Caballo A2) mostraron signos de la enfermedad de Theiler,
incluyendo letargia, disminuciéon en el apetito, fotodermatitis e ictericia. Los niveles séricos de las enzimas hepaticas
también estaban notablemente elevados en ambos caballos. Todos los caballos que recibieron el tratamiento con
antitoxina fueron posteriormente monitorizados para evaluar sintomas manifiestos de hepatitis, y se ensayaron
semanalmente muestras séricas para evaluar signos de dafios hepaticos (niveles elevados de la transaminasa de
aspartato (AST), de la transferasa de gamma glutamilo (GGT), de la deshidrogenasa de sorbitol (SDH), de la
deshidrogenasa de glutamato (GLDH o GD) y de bilirrubina). En total, ocho de los 22 caballos que recibieron el
tratamiento con la antitoxina desarrollaron una hepatitis a lo largo de las siguientes varias semanas (Fig. 1). Los
ocho casos se produjeron en caballos que habian sido tratados con la Antitoxina 2, lo que hizo aparecer la
posibilidad de que esta preparacion pudiera portar un agente causal quimico o infeccioso. Para abordar esta ultima
posibilidad, extrajimos el ARN y preparamos genotecas de secuenciacion a partir de muestras de suero de los dos
casos iniciales (el Caballo A1y el Caballo A2), asi como partir de la propia Antitoxina 2.

2. La deteccion de la secuencia virica da lugar al ensamblaje de un nuevo genoma de Flaviviridae

Una secuenciacion paralela masiva de las genotecas del Caballo A1, el Caballo A2 y la Antitoxina 2 dieron como
resultado una media de 22 millones de lecturas de secuencias de 100 nucleétidos (nt) para cada muestra. Para las
dos muestras de suero, la filtracion por complejidad y hospedador de los datos de la secuencia en bruto elimind
aproximadamente un 95 % de las lecturas de los analisis secuencia abajo. Para la muestra de la Antitoxina 2, la
filtracion por complejidad y hospedador elimind aproximadamente un 50 % de las lecturas. Las lecturas restantes
fueron cartografiadas a todas las secuencias proteicas viricas de la RefSeq. Para los Caballos A1 y A2
aproximadamente un 0,01 % de las lecturas de secuencia (2954 y 3522 lecturas, respectivamente) se cartografiaron
con miembros de Flaviviridae; un 0,06 % (9116) de las lecturas de la Antitoxina 2 se cartografiaron con la misma
familia de virus. Ademas de la abundancia de lecturas de Flaviviridae en cada muestra, el Caballo A1 tenia un Unico
cartografiado de par de lectura de Baculoviridae, una familia de virus de insecto, y otro par de lectura derivado de
Adenoviridae, cartografiado con la region encontrada en los vectores de recombinacion de laboratorio; el Caballo A2
contenia 80 pares de lectura que derivaban de una regidon continua de 298 nt del virus del moteado suave del
pimiento, un virus vegetal de la familia Virgaviridae. Estas lecturas probablemente representan una contaminacion
por artefactos introducida durante la recoleccion de muestras y la preparacion de la genoteca. El Caballo A2
contenia adicionalmente cuatro pares de lectura derivados del herpesvirus equino 2, un virus comun asociado a la
enfermedad respiratoria leve en caballos. No se detectaron lecturas viricas adicionales en la muestra de la Antitoxina
2. Las lecturas de secuencia que se cartografiaron con miembros de Flaviviridae se usaron como el punto de partida
para los ensamblajes del genoma de novo usando el algoritmo de ensamblaje PRICE. Se ensamblé un céntigo de
10,5 kilobases (kb) correspondiente a un genoma previamente desconocido y divergente de la familia Flaviviridae a
partir de las secuencias del Caballo A1, y se ensamblaron largos contigos de un genoma esencialmente idéntico (>
99 % de identidad en la secuencia de nucleétidos) a partir de las muestras del Caballo A2 y la Antitoxina 2 (Fig. 2A).
El cartografiado de las lecturas de cada muestra de nuevo con respecto al genoma ensamblado revel6 que la
verdadera cobertura de la secuencia virica era dos érdenes de magnitud mayor que la inicialmente percibida: un
0,8 % de las lecturas del Caballo A1, un 1,4 % de las lecturas del Caballo A2 y un 2,4 % de las lecturas de la
Antitoxina 2 se cartografiaron con un genoma recuperado (Fig. 2B). Este nuevo genoma (el virus asociado a la
enfermedad de Theiler (TDAV)) se proporciona en la SEQ ID NO.: 1, la secuencia de aminoacidos codificante de la
SEQ ID NO.: 1 se presenta como la SEQ ID NO.: 2, y la secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO.: 1
y la SEQ ID NO.: 2 se presenta como la SEQ ID NO.: 3.

3. Caracteristicas del genoma del virus asociado a la enfermedad de Theiler (TDAV)

Con objeto de validar el ensamblaje del genoma generado por ordenador, se investigd en primer lugar la presencia
de reordenaciones estructurales artificiales. En un ensamblaje exento de artefactos, los tamafios del amplicon
informatizado a lo largo del genoma deberian coincidir con el tamafio del amplicon seleccionado durante la
preparacion de la genoteca. Esto fue evaluado mediante el calculo de la distancia entre los pares de lectura que se
cartografiaban de nuevo con el genoma del TDAV, y mediante la representacion grafica del valor mediano de todos
los tamafos de amplicén calculados en cada posicion. Los tamafios de amplicdn calculados basados en los datos
del Caballo A1 coincidian estrechamente con el tamafo del inserto generado experimentalmente de 300 + 30
nucledtidos (nt) (Fig. 2C). Para obtener apoyo empirico para la presencia de la secuencia predicha del TDAV en
muestras clinicas, se llevé a cabo una RT-PCR. Se amplificé el ARN preparado a partir del suero del Caballo A1 con
pares de cebadores predichos para producir diez amplicones solapantes que engloban practicamente el ensamblaje
del genoma completo del TDAV (Fig. 2D). Los diez amplicones fueron recuperados con éxito. La clonacién y la
secuenciacion Sanger de tres clones independientes de cada amplicon revelaron una identidad de nucleétidos de >
99 % con el ensamblaje del TDAV generado en silice. Los extremos 5 y 3’ del ensamblaje del genoma del TDAV
estaban subrrepresentados en la genoteca inicial (Fig. 2B). Se investigé el extremo 5 mediante una RACE en 5’
(amplificacion rapida de los extremos del ADNc) usando muestras de ARN del Caballo A1, el Caballo A2 y la
Antitoxina 2. Este procedimiento extendié el ensamblaje de la secuencia inicial en 24 nucleétidos. El nucledtido
terminal notificado en 5 ('T’) fue encontrado en 21 de los 35 clones, mientras que nueve clones contenian un
nucledtido terminal diferente en esa posicién, y cinco clones contenian un Unico nucleétido adicional secuencia
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arriba ('T’) (Fig. 8). La secuencia del extremo 3’ no se extendi® mas allda del ensamblaje de la lectura de
secuenciacion.

El ensamblaje del genoma del TDAV tiene aproximadamente 10.479 nt de longitud, englobando la regién no
traducida en 5’ (UTR), un Unico marco abierto de lectura (ORF) que se inicia en un AUG en la posicién 618 y que
codifica una poliproteina supuesta de 3189 restos de aminoacidos (aa) de longitud, y 292 nt de la UTR en 3.
Mediante una comparacién con la relacionada Flaviviridae, el genoma del TDAV codifica tres supuestas proteinas
estructurales (nucleo, E1, E2) y siete no estructurales (un producto génico de longitud variable que se cartografia
entre E2 y NS2, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) (Figs. 2y 9).

Aunque parece que el TDAV esta mas estrechamente relacionado con los virus GB y los hepacivirus en la filogenia
Flaviviridae (Figs. 3 y 4 A-N), es muy divergente de ambos grupos. El TDAV comparte Unicamente una identidad del
35,3 % en la secuencia de aminoacidos a lo largo de la longitud de la totalidad de la poliproteina con su pariente
mas cercano, el virus GB D (GBV-D), una identidad del 20,5 % con el virus de la hepatitis C (genotipo 1; HCV-gt1) y
una identidad del 20,4 % con el miembro mas estrechamente relacionado de los Flaviviridae recientemente
identificado en caballos, el hepacivirus no primate (NPHV). La identidad en la secuencia por parejas entre el TDAV y
estas especies varia drasticamente (Fig. 2E, Fig. 4 A-N). La supuesta proteasa de serina, la NS3, y la polimerasa de
ARN dependiente de ARN, la NS5B, son las regiones mas conservadas de la poliproteina, excediendo algunas
regiones una identidad del 75 % en los aminoacidos con el GBV-D (Fig. 2E). En el nt 617 y el nt 292, la UTR en &’
del TDAV (posiblemente parcial) y las UTR en 3’ son mas largas que las que se encuentran en los hepacivirus (de
aproximadamente 340 nt y 200-235 nt, respectivamente). Aunque parecia haber un significativo potencial para la
estructura secundaria predicha en cada UTR, el IRES candnico u otros motivos estructurales del ARN tipicos de
otros Flaviviridae no son facilmente evidentes (Fig. 9). La proteina del nucleo, que sirve como la nucleocapside en el
HCV, esta truncada o ausente en el GBV-A, el GBV-C y el GBV-D (15). En el TDAV, su tamaiio predicho también es
pequefio (26 aa), con un supuesto sitio de escision de la peptidasa de sefializacion entre los aminoacidos 15y 16.
Asimismo, las cuatro proteinas predichas del TDAV, que yacen entre la E2 y la NS2, parecen ser mas similares al
virus GB que a los hepacivirus. En el HCV, esta region codifica la p7, una proteina de 7 kDa (63 aa) que es
importante para el ensamblaje y la liberacion del virus. En los virus GB, la proteina varia desde 6 kDa (en el GBV-C)
hasta 21 kDa (en el GBV-A), y su papel en el ciclo de vida del virus no esta claro. La correspondiente proteina del
TDAV tiene un peso molecular predicho de aproximadamente 10,8 kDa. Finalmente, al contrario que los GB y los
hepacivirus, la proteina NS5A del TDAV contiene tres supuestas inserciones que abarcan aproximadamente 160 aa
que no se encuentran en ningin miembro relacionado de los Flaviviridae, incluyendo una gran insercion de
practicamente 100 aa en el dominio 1b de la NS5A, y dos inserciones mas cortas en el dominio 2 (Fig. 4 A-N). El
papel funcional de estas inserciones es desconocido.

4. Ensayo diagnéstico basado en una PCR

Tras la validacion de la secuencia del genoma del TDAV, se desarrollé6 un ensayo diagnoéstico basado en una PCR
para cribar la presencia del TDAV en muestras clinicas (por ejemplo, en suero). Se disefiaron ocho pares de
cebadores candidatos dirigidos a productos de 130-200 nt de todo el genoma del TDAV (Tablas 3, 5). Estos
cebadores de la qRT-PCR, y los cuatro descritos previamente para los genes constitutivos equinos, se ensayaron
para evaluar su comportamiento en un ensayo de qPCR basado en una SYBR green con muestras recogidas a
partir del brote epidémico. Se uso el ARN preparado a partir de las siguientes fuentes para probar estos 1 pares de
cebadores: tres muestras en las que se identifico el TDAV mediante una secuenciacion lllumina (las primeras
muestras recogidas de los caballos A1y A2, y la Antitoxina 2; estas sirvieron como positivos confirmados para los
ensayos del TDAV y como positivos sospechosos para los ensayos del gen constitutivo equino), tres muestras de
agua (estas servian como controles negativos para ambos ensayos del TDAV y del gen constitutivo equino), ocho
muestras de los caballos tratados con la Antitoxina 1 (dos muestras disponibles recogidas de los caballos A19, A20,
A21 y A22; estas servian como sospechosos negativos para los ensayos del TDAV, y positivos esperados para los
ensayos del gen constitutivo equino), y dos muestras procedentes de los caballos tratados con la Antitoxina 2 (dos
muestras disponibles recogidas a partir del caballo A18; estas servian como sospechosos positivos para los ensayos
del TDAV y como positivos esperados para los objetivos constitutivos equinos). Se extrajo el ARN total a partir de
300 pl de una muestra de suero proporcionada para el estudio segun se describe en la seccion de Materiales y
procedimientos del manuscrito. Se transfirié una alicuota de cada muestra a tubos nuevos y se proporcioné a un
segundo investigador para que la procesara de forma enmascarada como sigue: se usaron 2 yl de muestra como
molde en una reaccion de 20 pl de cebado aleatorio con hexamero con el Superscript Ill First Stry Synthesis System
para el kit de RT-PCR (Life Technologies), segun el protocolo del fabricante. Los ADNc resultantes se diluyeron a
1:3 con H,O exenta de nucleasa, y se usaron 2 pyl como molde introducido para los ensayos de qPCR con SYBR
green, conteniendo cada uno de los 12 pares de cebadores de la mezcla de reaccion 7,8 yl de H20, 0,2 pl de una
mezcla 10 yM del par de cebadores de la gqPCR y 10 pl de la mezcla FAST SYBR Green Master (Life Technologies).
La gPCR se llevo a cabo con un instrumento ABI 7900HT Fast Real-Time PCR System segun los parametros de
ciclado recomendados por el fabricante (a 95 °C, 20 s de etapa de desnaturalizacion, 40 ciclos de 95°C, 1 s, a
60 °C, 20 s), seguido de un analisis de disociacion. Se usaron los siguientes criterios para identificar los pares de
cebadores para las solicitudes de la presencia o ausencia del ARN virico y del ARN del hospedador equino antes de
desenmascarar los identificadores de la muestra: un Unico pico en el analisis de la curva de disociacion posterior a la
gPCR y un unico producto del tamarfio esperado en los analisis de confirmacion de la electroforesis en gel de
agarosa; valores de C; para las sefiales sospechosas positivas < 30; valores de C; para las sefales sospechosas
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negativas > 35; valores de C; para las muestras sospechosas de H,O > 39; una diferencia minima de 9 C; entre el
menor valor de C; para las solicitudes negativas y el mayor valor de C; para las solicitudes positivas. En la Tabla 6A
se proporciona un resumen de los resultados. Los pares de cebadores del TDAV EVT146/147, EVT154/155,
EVT162/163 y los cebadores constitutivos equinos EVT192/193 cumplen los criterios anteriores. El uso de
cualquiera de estos cebadores del TDAV junto con el par de cebadores constitutivo EVT192/193 produjo una
precision del 100 % en la identificacion de los diferentes tipos de muestra (TDAV*, TDAV- o H,O) probados en este
ensayo.
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5. Estudio epidemioldgico para evaluar la presencia del TDAV

Se llevé a cabo un estudio epidemioldgico para comprender la prevalencia del TDAV en caballos, para investigar la
correlacion entre los sintomas clinicos y la viremia, y para determinar si existe una transmision natural de animal a
animal. Se desarrollé un ensayo del TDAV basado en una gqRT-PCR (véase mas arriba) y se empled para cribar
suero o plasma de 60 caballos de tres instalaciones geograficamente distantes. La Granja A, en la que tuvo lugar el
brote epidémico de la enfermedad de Theiler, proporcion6 muestras de 37 caballos. Algunos pastaban en los
campos habituales o estaban alojados en establos comunes. Los caballos de la Granja A se dividieron en tres sub-
grupos: 15 caballos no habian sido tratados con la antitoxina botulinica, 17 caballos (incluyendo el Caballo A1y el
Caballo A2) habian recibido la Antitoxina contaminada 2, y 5 caballos habian recibido la Antitoxina 1 no
contaminada. La Granja B estaba ubicada en un estado diferente al de la Granja A y se analizé el suero de 20
caballos de la Granja B sin antecedentes de exposicion a la antitoxina de ninguna fuente. La Granja D (donante) era
la instalacién en la que se habia preparado la Antitoxina botulinica 2 mediante la agrupacion del plasma de tres
caballos inmunizados con la toxina botulinica; se proporcionaron muestras de los tres caballos donantes.

Los resultados del ensayo de deteccion del TDAV mediante una gRT-PCR se muestran como los valores de C;
representados graficamente en un eje y invertido (Fig. 5A). De los 17 caballos expuestos a la Antitoxina 2 de la
Granja A, 15 mostraron unos bajos valores de C;, lo que indica positividad para el TDAV. Los dos caballos tratados
con la Antitoxina 2 (A7 y A11) que aparentemente eran negativos mediante el ensayo de la gRT-PCR usando los
cebadores EVT-146/-147, mostraron una sefial positiva en algunos de los replicados de la gPCR en un analisis
paralelo de estas muestras con el conjunto de cebadores EVT-162/-163; esto sugiere que estos animales pueden
haber desarrollado una infeccién con unos titulos de TDAV rondando el limite de deteccion del ensayo. Ninguno de
los replicados de la gPCR de ninglin animal que no estuviera expuesto a la Antitoxina 2 mostré una sefal positiva en
ningun ensayo diagnostico del TDAV. Todos los caballos (40/40) no tratados o tratados con la Antitoxina 1 de las
Granjas A y B eran negativos para el TDAV. De los tres caballos donantes de la Granja D, dos animales eran
negativos para el TDAV, mientras que uno era positivo; este animal es posiblemente la fuente de la contaminacion
de la Antitoxina 2. Estos resultados establecen una fuerte asociacion de la infeccion por el TDAV con la exposicion a
la Antitoxina 2, y adicionalmente sugieren que el virus no es muy prevalente en los caballos sin tratar.
Adicionalmente, el hecho de que el TDAV no se detectara en los caballos de la Granja A que no recibieron la
Antitoxina 2, a pesar del contacto con los caballos infectados por el TDAV durante 1 afio, sugiere que el TDAV no se
diseminaba facilmente entre los caballos.

Durante el brote epidémico de la enfermedad de Theiler en la Granja A, los animales se clasificaron ampliamente
como los que tienen hepatitis y los que no tienen hepatitis. Los caballos con hepatitis fueron clasificados
adicionalmente en caballos que eran "clinicos" y subclinicos". Los casos clinicos mostraban una elevacion
significativa de las enzimas hepaticas en el suero, junto con los signos clinicos habituales de la enfermedad tales
como ictericia, letargia, bajo apetito y fotodermatitis. Los casos subclinicos mostraban unos grados variables de
elevacion de las enzimas hepaticas en el suero, pero sin unas manifestaciones clinicas evidentes de enfermedad
hepatica. Para investigar la correlacion entre la carga virica y el cuadro clinico, los datos del ensayo de la gqRT-PCR
de los animales expuestos a la Antitoxina 2 fueron clasificados segun el estado de hepatitis y el nivel de sintomas
(Fig. 5B). Dado que el intervalo de los valores de C; (que representan una carga virica de 10°-108 genomas/ml; SI
Materiales y procedimientos) era similar tanto para los caballos positivos para hepatitis como negativos para
hepatitis, no era evidente una correlacion entre el estado de hepatitis o los sintomas clinicos y la carga virica.
Ademas, en cada grupo (positivo para hepatitis y negativo para hepatitis) se observé un unico caballo (A7 y A11,
respectivamente) con una carga virica que estaba por debajo de este intervalo, que apoyaba adicionalmente la
conclusién de que la carga virica no es predictiva de la magnitud de los dafios hepaticos.

6. Estudio de inoculaciéon experimental

Para comprender mejor la dinamica de la infeccion por el TDAV y el papel del virus en la progresion de la
enfermedad, se llevé a cabo un pequefio estudio de inoculaciéon experimental. A cuatro caballos que estaban sanos
y exentos de signos clinicos o bioquimicos de enfermedad hepatica, segun las evaluaciones iniciales, se les
administraron dosis estandar de la Antitoxina 2 (del mismo lote que el implicado en el brote epidémico de la Granja
A). Durante las siguientes 10-14 semanas, los animales fueron monitorizados diariamente para evaluar signos
evidentes de enfermedad. Se recogieron semanalmente muestras de suero y se ensayaron para evaluar los signos
bioquimicos de dafios hepaticos y la cuantificacion de los niveles séricos del TDAV.

A lo largo del transcurso del estudio, Unicamente 1 de los 4 animales (el Caballo C1) mostré signos clinicos de la
enfermedad. Los sintomas, que aparecieron aproximadamente entre 7 y 9 semanas después de la inoculacion,
incluian un breve periodo de leve letargia y apetito reducido, y parecian resolverse en < 1 semana. Coherente con la
observacion de los signos clinicos, el Caballo C1 tenia unos niveles elevados de las enzimas hepaticas en el suero
que presentaban un pico en la semana previa a la aparicion de la enfermedad (Fig. 6 B-E). Las enzimas hepaticas
en el suero de los Caballos C2-C4 permanecian ampliamente sin cambios a lo largo de transcurso del estudio, con
la excepcién de una elevacion temporal en los niveles de la GLDH y de la SDH en la semana 7 en el caballo C3.

Las dinamicas de la infeccion por el TDAV eran notablemente diversas entre los cuatro animales inoculados (Fig.
6A), en paralelo con las diferencias en las cargas viricas detectadas después del brote epidémico inicial (Fig. 5A). En
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los Caballos C1y C3, los niveles del TDAV ascendieron rapidamente y permanecieron elevados desde la semana 4
durante la duracién del estudio. De forma importante, la carga virica maxima préxima del Caballo C 1 anticipd la
aparicion del pico de los sintomas clinicos en al menos 5 semanas. De hecho, hubo tres semanas (semana 4 -
semana 7) durante las cuales la carga virica era maxima pero no habia signos evidentes de dafios hepaticos, segun
se valord por los niveles de la AST, la GGT, la SDH o la GLDH. En el Caballo C4, la carga virica aumento
gradualmente, y tuvo un pico después (semana 8) y a unos niveles menores que para los Caballos C1 o C3. En el
Caballo C2, se detectd el TDAV desde la semana 2 en adelante; sin embargo, la carga virica era muy baja con
respecto a los otros animales y no aumenté sustancialmente a lo largo del transcurso del estudio.

7. Lainfeccion aguda por el TDAV puede convertirse en cronica

Se sabe que el GB y los hepacivirus causan una infeccion crénica en algunos individuos. Para analizar el potencial
del TDAV para progresar a una cronicidad, se recogieron muestras séricas de treinta animales de la Granja A
aproximadamente un afio después del brote epidémico inicial de la enfermedad de Theiler. En ambos casos iniciales
(los Caballos A1 y A2), que eran positivos para el TDAV y mostraban los signos clinicos de enfermedad durante el
brote epidémico, el virus no fue detectable un afio después (Fig. 7). De forma analoga, otros 10 animales que habian
sido positivos para el TDAV durante el brote epidémico (incluyendo los Caballos A7 y A11, que tenian una carga
virica muy baja durante el brote epidémico) eran inequivocamente negativos para el virus después de un afo. Por el
contrario, cuatro caballos sin sintomas clinicos evidentes durante el brote epidémico continuaban portando el TDAV
un afo después, demostrando que el TDAV puede establecer una infeccién crénica en algunos, pero no en todos,
los animales expuestos. Finalmente, todos los caballos que eran negativos para el TDAV durante el brote epidémico
continuaron siendo negativos durante un afio, indicando una ineficiente transmision horizontal, si la hubiera, desde
los animales infectados de la misma granja.

El anteriormente descrito ensayo diagndstico del TDAV proporciona la deteccion y/o la identificacion y/o la
cuantificacion del TDAV en una muestra bioldgica (por ejemplo, suero). Se empled el ensayo diagndstico del TDAV
basado en una qPCR para cribar suero o plasma de 60 caballos de tres instalaciones geograficamente distantes
(Fig. 5). Ninguno de los 20 animales del grupo de la Granja B habia recibido antitoxina botulinica de ninguna fuente.
Se prepar6 la Antitoxina botulinica 2 agrupando el plasma de tres caballos inmunizados con la toxina botulinica de la
Granja D; estos tres caballos donantes comprenden el grupo de la Granja D. Finalmente, la Granja A, en la que se
detectd el brote epidémico de hepatitis, proporciona muestras de 37 caballos. Algunos de los 37 animales de la
Granja A pastaban en los campos habituales o estaban alojados en establos comunes. Estos caballos pueden
clasificarse en tres subgrupos: 1) quince de estos caballos de la Granja A no habian sido tratados con antitoxina
botulinica de ninguna fuente y servian como el subgrupo de la Granja A no tratado; 2) diecisiete caballos (incluyendo
los caballos A1y A2) de la Granja A habian recibido la Antitoxina 2 contaminada y comprendian el subgrupo de la
Granja A tratado con la Antitoxina 2; y, 3) los restantes cinco caballos eran de animales que habian recibido la
Antitoxina 1 y comprendian el subgrupo de la Granja A tratado con la Antitoxina 1. Por lo tanto, el ensayo
diagndstico descrito en el presente documento puede usarse, por ejemplo, para determinar: i) como se diseminan
las infecciones por el TDAV en poblaciones de caballos; ii) para detectar una transmision natural de animal a animal;
iii) para determinar la correlacion, si la hubiera, entre los sintomas clinicos y la viremia; vy, iv) si las infecciones por el
TDAV han desaparecido y/o se han establecido en forma de infecciones crénicas a largo plazo.

Segun se describe en el presente documento, se utilizé una secuenciacion paralela masiva y el subsiguiente cribado
basado en los acidos nucleicos para la identificacién de un miembro muy divergente previamente desconocido de los
Flaviviridae y para relacionarlo con un brote epidémico de la enfermedad de Theiler en caballos. Este virus, que
hemos denominado virus asociado a la enfermedad de Theiler (TDAV), es el primer agente infeccioso en ser
asociado inequivocamente con una hepatitis sérica aguda equina desde la primera descripcion de la enfermedad en
1918. Diversas lineas de pruebas implican al TDAV como el agente causal de este brote epidémico de la
enfermedad de Theiler en caballos. En primer lugar, el TDAV era el Unico virus comun en todos los casos iniciales, y
se detectaron pocas secuencias viricas que no fueran del TDAV en cualquiera de las muestras. En segundo lugar,
aungue no todos los caballos positivos para el TDAV tenian hepatitis, el TDAV era detectable en todos los animales
del brote epidémico con signos clinicos o bioquimicos de hepatitis. En tercer lugar, la positividad para el TDAV
estaba asociada exclusivamente con antecedentes de exposicion a la Antitoxina 2, lo que apoya la hipétesis de que
era un contaminante infeccioso del producto sérico y no un virus que se encuentra habitualmente en las granjas de
caballos. En cuarto lugar, el estudio de inoculacion indicd que la infeccion por el TDAV precede a los dafios
hepaticos, excluyendo la posibilidad de que la asociacion del virus con la hepatitis de la Granja A refleje una
infeccion preferente de animales con un historial de dafios hepaticos. Finalmente, la secuenciacion del genoma del
TDAV revel6 un miembro de los Flaviviridae, que engloba otros virus de transmision sanguinea relacionados con los
dafos hepaticos, incluyendo el HCV. Se aprecia que este estudio de inoculacion no cumple formalmente los
postulados de Koch, dado que el TDAV del in6culo no fue purificado en primer lugar mediante un cultivo in vitro
(dado que todavia tenemos que desarrollar sistemas de cultivo adecuados). Como tal, la asociacion del TDAV con la
enfermedad de Theiler, aunque muy fuerte, sigue siendo ilativa. De forma analoga, queda por determinar si el TDAV
es el Unico agente etioldgico de la enfermedad de Theiler o uno de los diversos agentes causales — como es el caso
en la hepatitis humana, que esta relacionada con al menos cinco virus no relacionados (los virus de la hepatitis A-E).
A este respecto, apreciamos que hemos sido incapaces de relacionar el NPHYV, el Unico virus hepaciforme conocido
detectado en caballos, con la hepatitis en este brote epidémico. Los ensayos paralelos de qRT-PCR para el ARN del
NPHYV llevados a cabo en este estudio identificaron el virus Unicamente en tres caballos: un caballo asintomatico sin
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tratar negativo para el TDAV (Granja A), un caballo asintomatico positivo para el TDAV (Granja A) y un caballo
negativo para el TDAV sin ningun antecedente de tratamiento con la antitoxina (Granja B) (Tabla 7). Por supuesto,
esto no excluye un papel del NPHV en la enfermedad hepatica (o extrahepatica) en otros escenarios
epidemioldgicos.

Tabla 7. Cribado del NPHV mediante una gPCR *

CaballoID * Ct promedio (D.T.) * Solicitud de NPHV
A1 Indeterminado Negativo
A2 Indeterminado Negativo
A3 Indeterminado Negativo
A4 Indeterminado Negativo
A5 Indeterminado Negativo
A6 Indeterminado Negativo
A7 Indeterminado Negativo
A8 Indeterminado Negativo
A9 Indeterminado Negativo
A10 Indeterminado Negativo
A11 34,122558 (0,269914587) Positivo
A12 Indeterminado Negativo
A13 indeterminado Negativo
A14 indeterminado Negativo
A15 28,177337 (0,221504356) Positivo
A16 indeterminado Negativo
A17 indeterminado Negativo
A18 indeterminado Negativo
A19 indeterminado Negativo
A20 indeterminado Negativo
A21 indeterminado Negativo
A22 indeterminado Negativo
A23 indeterminado Negativo
A24 indeterminado Negativo
A25 indeterminado Negativo
A26 indeterminado Negativo
A27 indeterminado Negativo
A28 indeterminado Negativo
A29 indeterminado Negativo
A30 indeterminado Negativo
A31 indeterminado Negativo
A32 indeterminado Negativo
A33 indeterminado Negativo
A34 indeterminado Negativo
A35 indeterminado Negativo
A36 indeterminado Negativo
A37 indeterminado Negativo
B1 indeterminado Negativo
B2 indeterminado Negativo
B3 indeterminado Negativo
B4 indeterminado Negativo
BS indeterminado Negativo
B6 indeterminado Negativo
B7 indeterminado Negativo
B8 indeterminado Negativo
B9 indeterminado Negativo
B10 indeterminado Negativo
B11 indeterminado Negativo
B12 indeterminado Negativo
B13 33,9393255 (0,791101946) Positivo
B14 indeterminado Negativo
B15 indeterminado Negativo
B16 indeterminado Negativo
B17 indeterminado Negativo
B18 indeterminado Negativo
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(continuacion)

Caballo ID T Ct promedio (D.T.) + Solicitud de NPHV
B19 indeterminado Negativo
B20 indeterminado Negativo
D1 indeterminado Negativo
D2 indeterminado Negativo
D3 indeterminado Negativo
Control positivo 8,85176075 (0,453810734) Positivo
(plasmido)

* Burbelo, P. D., et al., 2012. Serology-Enabled Discovery of Genetically Diverse
Hepaciviruses in a New Host. Journal of Virology. 86 (11): 6171.

1 Los identificadores de los caballos estan codificados segun la ubicacion de la
granja y un numero Unico asignado a cada caballo muestreado para este estudio
(A, Granja A en la que se produjo el brote epidémico; B, Granja B sin brote
epidémico ubicada en un estado diferente; D, caballos donantes cuyo suero fue
agrupado para crear el suero de Antitoxina 2 contaminado por el ETAV relacionado|
con el brote epidémico de la enfermedad de Theiler en la Granja A.

+ C¢= umbral del ciclo.

D.T. = desviacion tipica, n = 4.

Los parientes mas cercanos del TDAV parecen ser los virus GB. Los virus GB son un grupo de especies muy
prevalentes de Flaviviridae que producen infecciones persistentes pero normalmente subclinicas en sus especies
hospedadoras. Los virus GB A, B, y C fueron identificados en primer lugar en estudios de hepatitis sérica no A no B
en seres humanos y en primates no humanos a principios de los afos 90, aunque ninguno ha sido relacionado de
forma inequivoca con dafios hepaticos en seres humanos en posteriores investigaciones epidemiolégicas (Proc.
Natl. Acad. Sci. EE.UU., 19; 100 (17): 9962-7. Publicacion electrénica del 7 de agosto de 2003, Chronic hepatitis
associated with GB virus B persistence in a tamarin after intrahepatic inoculation of synthetic viral RNA).

El GBV-D, tampoco relacionado hasta ahora con la enfermedad, fue recientemente identificado en un estudio
serolégico de murciélagos frugivoros naturales de Asia central del sur. Tomando como base las similitudes
observadas en la organizacion y la secuencia del genoma, el tropismo tisular, la ausencia de una patogenia
detectable en los seres humanos y la persistente naturaleza de la infeccion, se propuso clasificar el GBV-A, el GBV-
C y el GBV-D conjuntamente en un nuevo género de Flaviviridae denominado pegivirus (virus GB o G persistente).
Actualmente, basandose en las caracteristicas de la secuencia, el TDAV probablemente podria ser considerado un
miembro del género pegivirus propuesto, aunque seria el primer miembro para el cual se ha identificado una
asociacion con la enfermedad. La pertenencia de un virus a un género dado no implica necesariamente a su
hospedador natural. Aunque el TDAV ha sido descubierto en caballos, los reservorios y los hospedadoras naturales
de este virus son desconocidos; podria ser un virus exclusivamente equino o un agente introducido en la poblacién
equina procedente de otra fuente y amplificado ahi mediante la practica de la transfusion.

La divergencia con respecto a los miembros de la familia Flaviviridae es evidente en varias interesantes
caracteristicas del genoma del TDAV. En primer lugar, el virus porta tres inserciones de aminoacidos en la proteina
NS5A que abarca aproximadamente 160 aminoacidos que no se encuentran en ninguna de las especies
relacionadas de hepacivirus o de virus GB. La NS5A del HCV es una fosfoproteina sin ninguna actividad enzimatica
conocida, pero con un papel esencial, aunque poco comprendido, en el ciclo vital del virus. La NS5A es necesaria
para la replicacion del ARN, el ensamblaje del HCV infeccioso y las interacciones con una diversidad de proteinas
celulares; la proteina también es el objetivo de los mas potentes inhibidores anti-HCV descubiertos hasta la fecha.
La mayor insercion de la NS5A del TDAV reside en el equivalente del dominio | de la NS5A del HCV, una region de
union al cinc con actividad de unién al ARN; no se conoce la relevancia de las inserciones en el ciclo de vida del
TDAV. En segundo lugar, el TDAV carece de un sitio de union al microARN (miR)-122 en la UTR en 5 que se ha
detectado en los hepacivirus. En los seres humanos, el miR-122 es un abundante miARN especifico del higado, que
es esencial para la replicacion del HCV. El papel, si lo hubiera, que juegan los miARN en la replicacion del TDAV
esta por determinar.

Aunque genéticamente distinto de los hepacivirus, el TDAV se parece al HCV en varios elementos de su biologia,
incluyendo la capacidad de engendrar infecciones tanto agudas como cronicas que pueden presentarse con una
infeccion sintomatica o asintomatica. EI TDAV es un virus de transmisién sanguinea que no mostraba ningun signo
de transmision horizontal a través del contacto normal entre caballos no infectados e infectados en la Granja A a lo
largo de un afio. En esto también se parece al HCV, que raramente es transmitido por un contacto humano casual
no parenteral, y no se trasmite de forma eficaz mediante un contacto sexual; de hecho, para el HCV al igual que
para el TDAV, la exposicidon parenteral parece ser la via de transmisiéon mas eficaz. Por supuesto, la ausencia de
transmision horizontal del TDAV observada en este estudio no excluye totalmente su aparicion, y la transmision
vertical también sigue siendo una posibilidad. Al igual que se observa para el HCV, los individuos positivos para el
TDAV pueden estar asintomaticos durante periodos prolongados de tiempo. Adicionalmente, al igual que en el HCV,
los niveles séricos del ARN del TDAV no se correlacionan fuertemente con la gravedad de la enfermedad clinica.
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Esto puede indicar que la propia replicacion del virus no es citocida, y que las lesiones en los hepatocitos, cuando
estaban presentes, podrian ser el resultado de mecanismos inmunitarios o inflamatorios secundarios. Finalmente,
las infecciones agudas por el HCV pueden desaparecer sin ninguna intervenciéon en algunos individuos, aunque
aproximadamente el 70 % puede progresar a cronicidad; en este estudio, observamos una tasa de cronicidad del
TDAV de 4 de 17 (23,5 %) animales después de un afio.

La disponibilidad de un ensayo diagndstico del TDAV basado en una qRT-PCR vy el futuro desarrollo de ensayos
serolégicos permitiran el cribado de productos bioldgicos equinos, asi como investigaciones adicionales sobre la
prevalencia y la exposicion del TDAV. Estos estudios proporcionan un entendimiento del mundo en expansion de los
Flaviviridae no primates, abren oportunidades para investigar un importante patégeno de los caballos, y
proporcionan informacion critica para el control y la potencial erradicacion de la hepatitis sérica equina.

Con el fin de interpretar esta memoria descriptiva, se aplican las siguientes definiciones, y siempre que sea
apropiado, los términos usados en singular incluiran también el plural, y viceversa. En el caso de que cualquier
definicion establecida a continuaciéon entre en conflicto con el uso de esa palabra en cualquier otro documento, la
definicidon establecida a continuacion siempre prevalecera para el fin de interpretar esta memoria descriptiva y sus
reivindicaciones asociadas, salvo que se pretenda claramente un significado contrario. Se aprecia que, seguin se usa
en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones anexas, las formas singulares "un”, "uno/a” y "el/la”, incluyen
los referentes plurales salvo que estén expresa e inequivocamente limitadas a un referente. El uso de "0" significa
"y/o" salvo que se establezca de otro modo. El uso de "comprender”, "comprende”, "que comprende”, "incluyen”,
"incluye” y "que incluye" son intercambiables y no pretenden ser limitantes. Adicionalmente, cuando la descripcion de
una o mas realizaciones use el término "que comprende”, los expertos en la materia deberian comprender que, en
algunos casos especificos, la realizacion o realizaciones pueden describirse alternativamente usando el lenguaje
que consiste esencialmente en" y/o "que consiste en”. Los encabezamientos de seccion usados en el presente
documento son uUnicamente con fines organizativos y no deben ser interpretados como limitantes del asunto en
cuestion descrito.

LISTADO DE SECUENCIAS

SEQID NO.: 1
nucleétido TDAV 120618
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TGATACCGTGTCCCAETACGACCTCGCGCGTCCCCAAGCTCGCCCTGAGGGGGGAGCET
AAGGGCGCGTAGTGGGGTAGCCCCCCAAACCGAGCCACCCTAGTGAGTGACTTTAGAAT
GGTTAGGGAGACTACCGCCTTCGCTGTTTGGGGACCTAATGATCCGCGTGCCAGGGTTC
TTCGGGTAAATCCCGGCGCCCTGTTTTCCGTTCAGGGCAGTAGGGGCAGACGGGCCAGC
AGTCGCTGETTCCTGGTACCACCACCCTATCCGGACGACCTCCCTCACGAAAGGTCICC
ACGGTCTGTGGCTCGACCGACCCCTATARTTCAGTCCGAGGGECGCAGCCCTCGTTAAAC
TTAGGCAAGGTTCCTCGCCATTGATTTCGGCCAGEGETTTAAGTGAACGCCGCCCTTTTA
ATGTTTAATAGGGTTCTTTCCCGGCGEGTTGACAAACACTTCCCTAGGCTCTTCGTTGG
CCTCEGTTCCTTGATGCTTCGGCACCCATGAGCGCACAGGGGGGGEGGACCCTGLGACAGT
CCGCCAAGAGGAAAATCCTTCGGGETGACCTCGTCGCGCAACCCAATCCCTTCTTCTTCCA
CATGGCGTGTCTGTGGETGCATGCTGTGATGGCECCTTTCTTGTTGCTGGTTCTTTTGTG
CGGGGCCGGTGCTATCCGCGCCCCCGCCTCACACAAATGTTCCTTCARAGGCCGGTTTT
ATCTGTCAAACTGCTGTGATCCAAAGGACATACTGCTCTGCACTTACGACTTCTGCGTT
ACCCGCGTTGGTTGTCATGTGTGCACACGAAGTTTGTTGCGAACGTCTCTCGTCCTGGCAT
TTCTGTTCGACCCGETTCAGETGATGTGRAGCCCGACCTTAAGGGGTTCTTCTCEETCG
CTGCGETGGEETGECTATGCTGCCTCCCTCATCGGCCTCGGAGAGCCTTTTTCTGTCGGC
TTGCTTGGCCTCACCATCCTTTACCGGGTTGATACTGGGGTTCCTGACGGETTGCGTTG
CGACAGACCTTGCAATGTGTCAGTTCCCGTTTGGCCCTCGTCCCTCGAGGGGATGCGGE
TCTTGTGGCAAGTTGTCTGGGGTTTGCTGTACCGCATTCCGCACATGATTTGGGCAGCC
TTTAACATCTTCGATGTGTGGTTGTTGGETCTAGTCATCCTCCTTACCCTGGAGGCETCG
CTGGCACCTGGCGATCATGCTCGTCCTTGCCGCTGGCTTGTCTACTTCTAGTGCTGAAC
TTGTTGGGGAGCCATGGGACTCATGCACCTGTAAGGGTGTTGTGGGETCTTAGGCACCTT
AACGAGACTACTTCTCCATGTCTCTGTGAAAATGGCCCTTGGTACTATGATGCTGGTAC
GCCAGGCCTCACCTCTTTCGAGAGGGEGEGEGTEGCTACTETCCTTCCCGATCGGETCCGCA
GGTCCGGATGCTCGCTGTGGTGCCAGTGGGGATCGTGGGTTACTATCTACCCTCCCTCC
TGGCCTAACGGCCEECATTCTTGGCTCTGTAATTGGCGGTGTTGGTGCAATGGTCGCCS
ATGCTGGATTACCTGCCTCGTTGACGCACGTCGACATTGATGTGGTTCCTGCGTCCGCG
ATTGTTGGGCTGAGACCGCTGATGATTCTCTTACCTTCGGGAACTGTGGCACTGGCCCT
CGCGTCACTGCTAACTTAARCCGCTTTCCCTTTGCACTATGGTCAGAAATCTACTGTTGC
TTTGGCTACTAAAATGCTCTTGACTGCTAAATTACAACCCTTGTGGAGGAATCTTAACA
CTACCATTATGTGCTCAGTTATTCGGACTTCTGTCCATTGCTTTAGTTGCATCEGCTTG
CCGTCGCCTCCCGCEEETTTETGEGAGCATGTCCCGGGCGAACCCATTTCTGATTGTGA
AGGCGTGCAGGTTTCCACTGGTAAGCGGACTCCCACATGCCCAACCAAGCAGAGGTGGA
ATGCTACTGTGCACETCTGCCCCGGTTACGCCTTCTACTCTCCCGCGTATCGATGATGEGC
GAGCTTCATGETTGCTGGCTACTGGCACGTGGCTTTTGGCCGGACGCACTATTCACTTITITG
GTTTCTTGTAGATTTCCTGCTTGTTTACTTGTTCTTGATGCACCTCTCTEGETGCGCGCA
TCACCCCCTTTTTAGCCTTGGCTCTTTGGATTCACTTGCGGGEGGEGEGTCTTTGGATCC
CCCACTCCGATACCTGGCTGCAAAAATAAGARATGAAGCCATCCACAACTACACACACTG
TGTCCAGGCTCTTGGTCACGCCATTAGCGTGETTGGTGAGCGCCGAGTGCGAATTATGCTG
GTCACTGGCTGCTACAGGGCCCGTTTACCGGTCTCTCGTGGATAGTCAACGCCACGTCG
TCCGCATTCAATATCACCTCCCATGCCTTGACCACTGTCGGCTCTACACTGTCATCACT
GGCTGAGGCTTGGATTCCCTTGGGCGGGGCCTCACATCCCCTCGCTCCTTCCACAGGCA
GTTTAGCGGCGGCGATCCTAGCGCCGTGLCGCCTCTTGTGCTCCTGCCGCTTGGTTTAGT
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GCAGCTCCCATGCTAGGCTGGEGCGTTTCGCTATCCCACTTGGCACGAGTCCATTATGGC
TCTGCTTTTGGTCCTGATTTACATGAGGTTCGCCGGGGTCGCTCGECTTGCCGCTCTGG
TTACTTGGAAGTTGACTCGCAACTTCGGCGECTGTTGETGTGCTCEGTCCTCCTAGTGCTT
GCGCGTAGGAAGACCAGTGCTTTGGGGTACGAGATCTGTATTTCCCTTACGGGCGAGGC
TGATTGGGACTGGTTGEATTTTTCCTCCTGGCTCCTCTCGCTTCTGTTCGCTTGGGCAG
TGCTTGCTCTCGCGTCCCTTACACCAGCAATGAAGAAGCGTAAGCTCCGATGGTACTCT
CGCTGGGCTTGGTGCTACTCTCGGTTCATCTCGTGGGTCGACCACACTCCATTCAACGG
TCGTAGATCCCCTTTCTCGGAAGGCTTCCTACTACTGGCTGTTTGCGGGTCTGGTTTGGC
CTAACGAGGTTGCCGTTGTGGTTGCCTCGTACGTCTTGATTGCCGTCGTGGTTGACTTG
ACTGACATTTTACTAGAGACCCTCTTGTTGTCAAATCCTGATCTGGGAAGGCTCGCGGET
GTTGTGTGACACCATCGCGGGTCTCAGGTCTCCCTGGTTCCTCCATTGEGGTTCTGGAGC
GCGCAGCTAGGCGTGECATTTACCTCTATCACCACCAGGGGCATTTGTCCGCACGGCTC
GCACAGTATCTCAGGGAGTTGGATGGTGCCTTGGAGCCGGLCGCGGGTTACGCCGCAGGA
CTGCGAGTTTGTGCGCGACGCTCAGCGGATTCTTGAGTGTGGCCGCAATTATCGCGGGA
AGGCGGTTGTTGCCCGCAACGGTGACACTGTCATCATTGGCGCCGTTCGCGGGGCCTGG
GAGCTCCCCCCOGGETTCATGCTTACGGCCCCCCTCATGCTTCRAAGCATTGECCETGG
AGTCTGGCAGACGCTAGTGACGAGCATGATGGGGAAGGACAAGGAAGATCACACAGGCA
ATGTCCTTATCCTTGGGACCGCTGCCACCCGGTCAATGGGGACGTGCGTCGGGGGEETG
GTTTACACCACATTCCACTCCTCCAACGGTCGGACTTTGGCTGGGCCAACTGGGCCCCT
AAATCCTCGGTGGTGETCGCCCTCGGACGACACCGCCGTGTACCCAATGCCTGTAGGCT
GCAGAAGTCTAGAGATTTCTGGATGTGGAGCCCGGAGCGCATGGGTACTGCGCAAGGAT
GGTGCTCTAGTCCACGGTGAACTGTTTCCTGGACGTGAGATTAGACTGGATGTCGCTGG
TCGTGTTGCAGACTTTAAGGGCGCATCAGGTTCACCCATACTCTGTGACCAGGGTCATG
CCATGGGTATGTTGACCGCGGETGTCGCATCGGGEGCCEGGAAGTACACTCGGCCCTCTTT
GTCAAGCCGTGGGACAGCETTCCCAGGGATGCCCAAACGETTACGGACGTGGETGCACC
TCCTGCGETACCTGGCAAAGGCAACTACGAGGAGCGATCCTTGTTCTTGCCCACTGGCA
CTGGCAAGTCCACCCTTGTCCCTGCCAATTATGCCAAGTCAGGCCACAAGACCTTGGTT
CTGAACCCGTCTGTTGCCACTGTTGCCGCCATGGGTCCTTACATGAAGGACAARATGGG
CATTACACCGTCCATCTTTGCTGGCCATGGGCCCACCGCTATCTCGCGCAACACTGGGET
CTAACCTGGTGTACGCGACTTACGGTCGTTTCTTGGCCAAGCATAAGCAGTTGCTGGAC
GGTGTCTCTGTTATTCTT TGTGATGAGTGCCACAGCTCAGACCCGACAGTATTGTTGGG
TATTGGGCTGGTGCGCTCTGAAGCGAAGAAGGCCGGAGTGAACTTAGTTCTCTTCGGTA
CAGCTACACCACCTGGCTATGCTACAGTCCCTCATAAGAACATCACGGAGGCACCGGTT
GGGACGCATGGTGACATTCCATTCTATGGTTTCTACTTGAAGTCCACTAACTACACCAC
TGGCAGACATCTGATCTTTGTCCACTCTAAGAGTGAGGCGGAGCGCGTCGCCTCCGCTC
TTACTGCTAAGGGCGTCAAAGCTATGTTCCACTACTCAGGTCGGGATCCAACCGCAATC
CCCACCACTGGTAGTTTGACCGTAGTAGCCACCGATGCCCTTAACACAGGATACACAGH
TGACTTTGATACGGTGACGGACTGCAATGTGECTGTGCAGGAAGAAGTTACCGTTGATC
TTGAACCTACCTTCACCATTTCTCTTCGCACTCGGCCAGCTACGGCTGATCTGCGTGCC
CAGAGGAGGGGAECETTGCGGTCCCEECAGGCCTGGCCTGTACCGTTACTGTATAGCCTC
TTCCCCGCCTTGTGGCACGGTCCCATCCGGGGCCEGTTTGGGCCGCTTTTGACGCTGCGC
TGACTTGGTACGATATTCAGCCCGCCGCCGCTGCGCGGTTGATTGGACTTTTTIGCAGAG
TGCCCTTACACCGGECACATTGECGTARACTTGCAGGACCCCCAGCGGGTCTATGAGGT
CCTCGCTCCGTTTGCGCTGACGCCAGACGTAGTGAGAGCAAGGAACGCCGGGEETCAGCT
GGCCCCTCCTCGTTGGAGTCCAACGEGTCAGAGTGCAAGCGCTGCGCCTCAGGTCCTCCT
TCCAACGCCCCCCACTGGCAGGGTTTGCTCGGCCGATTGTGCCGTTCCGCTGCTTTACGC
CTTGGAGACTCAGAGGCCCGAGAGGGTAATCCGATCTCCATTGGTCGATCAATTGGCTG
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CGGCCTTGGGCGACTCTGTTACAGAGACGTCCTCTGGCCCCATCCTTTTGGCCGGCTTG
GCGTTGGCTGCGGCCGCTGCTATTGCTGACTACACCGGGACTTTGGTGGTCGTTGGGAL
CTTTGACGTGCGCCCTGGEGEGGECTCCGCGGCCTCCCCAATCGCGCGATCTGCCCGGELG
GATTATCATCAGGACAGCCACAGAGTGATGGCGAGGGGCCTCCCCCTCCCCGTCGCACT
GACCAGCTGACAGACTCCCAAACTTTGGACGCACTCCAGGATGTGATGACCCAGACATC
GTGGGAGTGTCTGGATTATTGCTACCGGGTAGCGACCGGTACCCTGGCTCCTAGAACCG
CCGACGCGCTGGAAAGCCEGGCGCETTGECTTCGGEAGGCETACTEGTCGGGACTAACCCT
CCCACTAGTCCATTCCCAGGETGGGTGGGGGGTCACCCAACCCCTACCTCTCGGACACCT
TGCTGTGAAGGCTTGGCAAACCTTGCTCAACAACTTGGGTACTGCTATTTCCCTGGTCA
CCECEECCTGGECCGUTEGTAGTTCTCCTCCGCTTGCTTGTATCGCCTCAGCGTTGCTT
GGGTTGCAAAGCGCGTTGCCGCTCCACGTECGCCTCCCEGGCCGCTCTCCTTGCTGGTGC
CGGTGGCACTCTCTTCGGAGATGCCGCCACTGGCTTGGGGATGGCCGCGTCGTTCATGT
TGGGTGGCACGGTTGGAACCGCTGGCCCTTTCATGTTCCTACTTGAAGTCTTGGGGGEGE
TATGAGTCGACGGTGGTCGGCGCCTCCCTTGCATTTGACCTTTTTTCTGGAAACGCTTC
TATGTCAGACTTGGTTTACCTAATCCCTGCTCTCGGCTCACCTGGECCCGCAGTCGCTA
GCTTTGCCGTTGGCTTTGTTCTCCACTTGGCTCTCGGTAAGGCTCCGTCTCGGGCCTGG
TTGAACCGACTTCTTACTCTTTTACCTCGCTCGGTCGCTTTACCTCAGGACTTCTTTTT
GGAGGAGGACGTGAGGACTCGAGCTTCTGAGCTCCTGCGTTCCCTTTCTATTAGTCGETT
CTGTGTCTAAGCTCCTGGCTTCTGTTGGTCACAAGTACATCACTCGTACCTCTGGCAGC
CTCTTCTGGGAGGTCGCAGCCACTGTGATCTCCTGGTTTAGGCGCCTGTTGGACTGGGT
CACCTCCTGCOTGAAGHACCCEGATGCCCTCTGTTCCTGTGCCTATGTTGACCTGCCAGG
CCGCTTACACTAGACCTTGGGTTGGTACTGGTACCETCACTGGCCGTTGCGGCTGTGGC
GCTGCCATCTCTGCTGACTTCGAGGAGGGTGTTCGCGTTCGCTGGCACACTACTTCATA
TTTCTGCCGTGEGTACTTTGCCCGCGECATTCCTCTGAATACTCTTGGCACTACTTCAG
CTCCTCACCCRGCCCCCAAGCTCOTCEGTCACCGEGCTATCCATCCCGTGEGECTTACT
GGCTACGTTGAGGTTTTGCGCGCGGARACTGGTGAGGTAACAATCACTAGGACTACCGA
GCATGATCTCACTCCTGACCAACTTCTCCACGCCTTACGCCAGCCECCCTACCAGGETGG
ATGETGTGGTCTGTTCTCTCCGCTATTCEGCTTCACTCATTGCCATGATTTACGGTTCT
GGTGCCGTTGTTGATTACGAAGGTCGGGCCATTACCCTCCCTCACACCGTCCCCGGAGA
TGGCGTCAATCCCGAGTATATCGGGACGGTCGCCCTCGAAGGGGATGCTGTCCGGGAGE
CTATGGCTGAACCAGAGGTTTGGCATGACACCACTGACCGTTTTTCTGACAGTGTTGAG
CCGGAAGAGCTTGAGCGCTTGACTCTCGGCTCCGAGGTTGAGTTGCCTCCGTTGGATCC
GGAGGGACCAGGGGTCGTTCCGTCTGAGCGTACCTTCTTTGTGGCTTCCAATCCGCAAG
GTGAGGTCGCCATCGAGAGGCACGTTGAGACGCTTACTCCCCCTATTCCTCCTGTTCCC
CCGTTGECTCCTTTGCCCACGAGGCCGETGGTCTTGCCTCCACCTCCTTCTGATTCTGS
CCCTTTGGGTACATCCGACTACCCAGCTACCTACTCTGACACCGGCTCTATGCCGCCGT
TGGAGGGTGAGCTCCGTGETTCGGGTGCATCCACTCCTATTTTCTGGCAGGAACCTACT
CGTTTCTCCCATGTGCCTACATCTATTAGCATTGAGTCTACTGACAGGTCTATCGCTCA
GGGGTTGCTCGACTCCGTCGGTTCTTCGGCTGAGGCATTGGCCGTTGCTACTGAAGTTG
TTAATCGCAGCTTTCTCACACCTGCTCTTTGCCATGAAGCGCTCCATGGTTCTGGCGCC
TTGCTGGCTTCACTCCCGCCGCCGGACCCCGAGGTTGCCTCGGTCGCTTCCACACCCGA
GCCTGACACTGTTCATGGCGCGGTTGCEGGTGGCGGCCCAGACGGCGTTGGGGACTGTTG
CGGCAGCCTTGACGGCTGCCACTGGCAATAGTTCCCGGGAGGCTTCTCCTGTGCTCCCT
GAACCCCAGGTGCGGETTGTGCACTTGACTGCTCCTTGTTTCAATCATGATGGGGATGT
TCTTTGTACTTCGGCTGACATCACCTTGGCCGGAGTTTTGGTGCATGCCGGGGGGCGTT
TTAACCACCGGCACAGCTTCTGGGTCAATGGTGTTAGGCGCAGGGGCACCACTCGCETG
GCGTCCCTGTGTGACACTGCTGTCTCAGTTACTGTTAGGTGCAATTCTCCCTCGGGCTC
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TTCTTGCAGCCAAACATCACTTCCTCCTGCTGARCCTGCTGTGCGGAGCCCTAGCCCTA
GGGCCCUGCECGGCETGCACATCAGTTGGACTTGCTGCCAAARTCEGTTCCTACCGTGGET
TTTTACTCAGGAAACTTTACCATTTCTGACATTTGTGATGGGTTTGCCATCTTTCCAGA
CTCCTCCCACCTCTTCTTCCATGGGAACCGGGTGTTGACACTCGAGACTCETGTTGAGE
AACTGGAGGGAGAACAGATTGAGATTCAGTACACCTGCAGACATGAGACCGAACCCGTC
TCTCGCTGCETCAGGTCGTACATTTGGTACGGTGTTCCGCTACGGGTCAGTGAGAGCCG
CCCTGTACCGGTCACCCGCCCAATTGGATCCTTCATGCGCGCGGACGCTACTCGTGCTT
ACGTCACGCAGATGTCTGAAGTTGGGAACCGTATTGAGAAAGTCACCATTGAGCAGACG
ATTGCCTTGGAGGATCAGTTCCTTATGGATCGCTACAACTTGGCCCTTGCCAGGGCTAA
GAATGGCGGTCCGTATCGGGGCTGGTCTTATGAAGAGGCTGTGGCCAAGGTTCGCCCTC
GGGCTGCCGCTGGCCATAACGTCAAGCTCTCTGTTGCCGATCTCAAAACGCCTCECGGET
CGGARRATCGTGGAGGACACCATCCAGTCTATTGCTGGTGAGCGTGATGAACATCCTTT
CATGCTTACAGCTAAGTCTGAGGTGTTTTTCCAAGATAAGAAGACTCGCAAGCCACCTC
GGCTGCTCTGTTACCCCTCATTGGAGTTTAGAGTGGCTGAGAARAATGATCCTAGGCGAL
CCTGGCTTGGTAGCCAAGGCCUGTCCTGGGTGATGCATATGGT TTCCAGTACACCCCCCA
ACAACGGGTTAGAAAACTACTCTCTCTCTGGGATGAGAAGCAAATACCCATTGCTATCA
CGGTTGACGCCAARGTGCTTTGATTCCACCATCACGGCCGTTTGATGTCGACCGAGAAGCT
GAAATCTATGCCATTGCCCATGAGAAACCAGATCTGGTTCGCGCTCTCCATCGGCACTA
TAAGGCAGGTCCTATGGTGAACCGTGAGEACGTTGAGGTTGGTTACCGTAACTGCCGCC
CATCTGGCATTTACACCACTTCTGCTTCTAATTCCATTACT TGCTGGATCAAGGTGGET
GCCGCCTGTCGTAAGATAGGCCTTACGGAATCCTTCCTTCCTCATCCACGGTGATGACTS
TGTCATTATCGCGGAGAGGGCGAGACGAGGACCCTACACCTGCTTTGCGTGCAGCTTTGC
TGGAATATGGGTATCGACTCAGATCCTGCACTCCACGCTTCAGCTGGACCGACGCGGAGTCA
GCTTCCACTTTCTTGGCTGAGTGCACGGCGGGTTACGACCGCCGTAAGATTTATTTCCT
TTCCACTGACTTCCGGAAGETACTTGCGAGGGCTACGTCTGAGTACGGAGACCCGETCG
CTTCTGCGTGTGGTTACACCTTGCTCTATCCETGGCACCCTTTGACTAGGTGGGTCCTA
ATGGCGCAGGTCATTGGACTCCCCTTTTTAAGGGGETGCCTCGGTGGACGAGGCAATCAC
GTGCGAGGTGECTGETAACCGTCTCACGTTTCCTCTCAAGCAGCTGCCATCCATCCTGG
TGGCCCTGCATGGCCCGGAGTGCTTGCGCGTCGTCTCTGACTCCAATAAGACCCTCAGG
GAGACAAACAATGCGCTTCAGGCCCTCAGAATGCGGEGGCTTTCCTGGTACCGGAAGAG
GACTATTGCTCTCAGGCTTAAAATGATCAGAGCTGGTGGGCAGTGGGCGAAGTTGGCCA
AGGCTCTCATCTGGCCTCCTTCTGCCTACATCCCATCGTTGCGAGGTTCGACACCTTCGAC
GCAACCCAGCTTTTGGACATTATGAGCAGGCCCTATAACAACCTTGAGCTCCAGATTGG
CAAGCCCATTCGTCGGTCGCTGACTGGACTCTTTGTGTCTAGGATCTGTTCTTTTTTTG
GTTCTGACATTCCTGCTACCTTAGCCGAAAGGTATGCACTTGGTCTTATTTTGGTCGGT
TGGGCTCTCECCEGCTACTGGCTTCTGTTCTGGGTEGTGAGCCCCTAGTTTACTAGCACC
CTTTACAGTTTTCCTACTAAACATGATTGTTTGTTAGTCCAAGGCAACAGGCTTCGGECC
GGGGGAGTAGCGCCCCCCCCTTTGTGAGCTCGTAACCCCCTTTTGGGGCTGTTCCTCCC
TGGGAAGAGGAGCAGTACATCCCCGGCTCGGCAGCCGTTAATTGCTACGTGGTGGTTATA
GCCCGGCAAGGTTAACAGGGGGAGTAGTGCCCCCCCCGCCCCAACTCGGETAGCGCGETA
CGCTCETCGGETCCTCCGACGTTAAAGAACCTGGCCT

SEQID NO.: 2
Secuencia codificante de SEQ ID NO.: 1

ATGGCGCCTTTCTTGTTGCTEGGTTCTTTTGTGCGGGGCCGGETGCTATCCGCGCCCCCGL
CTCACACAARTGTTCCTTCAAACGCCOGTTTTATCTGTCAAACTGCTGTGATCCAAAGG
ACATACTGCTCTGCACTTACGACTTCTGCGTTACCCGCGTTGGTTGTCATGTGTGCACA
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GAAGTTTGTTGGAACGTCTCTCGTCCTGGCATTTCTGTTCGACCCGGTTCAGGTGATGT
GGAGCCCGACCTTAAGGGGTTCTTCTCGGTCECTGCEGTGECGTGGCTATGCTECCCTCCC
TCATCGGCCTCGGAGAGCCTTTTTCTGTCGGCTTGCTTGGCCTCACCATCCTTTACCGS
GTTGATACTGGGETTCCTCGACGEGTTGCGTTGCGACAGACCTTGCAATGTGTCAGTTCC
CGTTTGGCCCTCGTCCCTCGAGCGGATGCGGETCTTCTGGGAAGTTGTCTGGGGTTTGC
TGTACCGCATTCCGCACATGATTTCCGGCAGCCTTTAACATCTTCGATGTGTGGTTGTTG
GGTCTAGTCATCCTCCTTACCCTGEAGGETCGCTGGCACCTGGCEATCATGCTCGTCCT
TGCCGCTGGCTTGTCTACTTCTAGTGCTGAACTTGTTGGGGAGCCATGGGACTCATGCA
CCTETAAGGGTGTTGTGGGTCTTAGGCACCTTAACGAGACTACTTCTCCATGETCTCTGET
GAAAATGGCCCTTGGTACTATGATGCTGGTACGCCAGGCCTCACCTCTTTCGAGAGGGG
GGCETGGCTACTGTCCTTCCCGATCGGTCCGCAGGTCCGGATECTCCGCTGTGGTGCCAGT
GGGGATCGTGGGTTACTATCTACCCTCCCTCCTGGCCTAACGACCGGCATTCTTGGCTC
TGTAATTGGCGGTCTTGGTEGCAATGETCGECCGATGCTCGCGATTACCTGCCTCGTTGACGC
ACGTCGACATTGETETGGTTCCTGCGTCCACGATTGTTGAGCTGAGACCGCTGATGATT
CTCTTACCTTCGGGAACTGTGGCACTGGCCCTCGCGTCACTGCTAACTTAACCGCTTTC
CCTTTGCACTATGGETCAGARATCTACTGTTGCTTTGGCTACTAAAATGGTCTTGACTGC
TAAATTACAACCCTTGTGGAGGAATCTTAACACTACCATTATGTGCTCAGTTATTCGGA
CTTCTGTCCATTGCTTTAGTTGCATCGGCTTGCCGTCGCCTCCCECGGGTTTCTGGGAG
CGTGTCCCGGECGAACCCATTTCTGATTGTGAAGGCGTGCAGGTTTCCACTGGTAAGCS
GACTCCCACATGCCCAACCAAGCAGAGCGTGGAATGCTACTETGCACGTCTGCCCCGGTT
ACGCCTTCTACTCTCCCGCGTATGATGATGGCGAGCTTCATGTTGCTGGCTACTGGCAG
TGGCTTTTEECCGGACGCACTATTCACTTTTGGTTTCTTGTAGATTTCCTGCTTGTTTA
CTTGTTCTTGATGCACCTCTCTGETGCGCGCATCACCCCCTTTTTAGCCTTGGCTCTTT
GGATTCACTTGCGGGGEGEEGCTCTTTGGATCCCCCACTCCGATACCTGGCTGCARAAAT
AAGAATGAAGCCATCCACAACTACACACACTGTGTCCAGACTCTTGGTCACGCCATTAG
CGTGGTTGGTGAGGCGAGTGCGAATTATGCTGGTCACTGGCTGCTACAGGGCCCGTTTA
CCGETCTCTCATGGATAGTCAACGCCACGTCGETCCGCATTCAATATCACCTCCCATGCC
TTGACCACTGTCGGCTCTACACTGTCATCACTGECTGAGECTTGGATTCCCTTGGGLGE
GGCCTCACATCCCCTCGCTCCTTCCACAGGCAGTTTAGCGACGECGATCCTAGCGCCOGT
GCGCCTCTTGTGCTCCTGCCGCTTGGTTTAGCGCAGCTCCCATGCTAGGCTGGGCGTTT
CGCTATCCCACTTGGCACGAGTCCATTATGGCTCTGCTTTTGGTCCTGATTTACATGAG
GTTCGCCGEEEETCGCTCGECTTGCCGCTCTGGTTACTTGGAAGTTCGACTCGCAACTTCG
GCGCTGTTGGTGTGCTCGTCCTCCTAGTGCTTGCGCGTAGGAAGACCAGTGCTTTGGGG
TACGAGATCTGTATTTCCCTTACGGGCGAGGUTGATTGECACTGETTCGGATTTTTCCTC
CTGGECTCCTCTCGCTTCTGTTCGCTTGGGCAGTGCTTGCTCTCGCGTCCCTTACACCAG
CAATGAAGAAGCGTAAGCTCCGATGGTACTCTCGCTGGECTTGGETGCTACTCTCGGTTC
ATCTCGTGGGTCGACCACACTCCATTCARCGGTGTAGATCCCCTTTCTCGGAAGGCTTC
CTACTACTGGCTGTTTGCGGGTCTGEGTTTGGCCTAACGAGGTTGCCGTTGTGGTTGCCT
CGTACGTCTTGATTGCCGTCGTGGTTGACTTGACTGACATTTTACTAGAGACCCTCTTG
TTGTCAAATCCTGATCTGGGAAGGCTCGCGETGTTGTGTGACACCATCGCGGGTCTCAG
GTCTCCCTGGTTCCTCCATTGGETTCTGGAGCGCGCAGCTAGGCGTGGCATTTACCTCT
ATCACCACCAGGEGCATTTGTCCECACGECTCGCACAGTATCTCAGGGAGTTGGATGGET
GCCTTGGAGCCGGCGCGEGTTACGCCGCAGGACTGCGAGTTTGTGCGCGACGCTCAGCS
GATTCTTGAGTGTGGCCGCAATTATCGCGEGAAGGCGGTTGTTGCCCGCAACGGTGACA
CTGTCATCATTGGCGCCGTTCGCEGEGCCTGGCGAGCTCCCCCCCGGGTTCGTGCTTACG
GCCCCCCTCATGCTTCGAAGCGTTGGCCGTCCAGTCTGGCAGACGCTAGTGACGAGCAT
GATGGGGAAGGACAAGGAAGATCACACAGGCAATGTCCTTATCCTTGGGACCGCTGCCA
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CCCGGTCAATGGGGACGTGCGTCGGGGGGGTGGTTTACACCACATTCCACTCCTCCAAC
GGTCGGACTTTGGCTGGGCCAACTGGGCCCCTAAATCCTCGGTGGTGGTCGCCCTCGGA
CGACACCGCCGTGTACCCAATGCCTGTAGGCTGCAGAAGTCTAGAGATTTGTGGATGTG
GAGCCCGGAGCGCATGGGTACTGOGCAAGGATGGTGCTCTAGTCCACGGTGAACTGTTT
CCTGGACGTGAGATTAGACTGGATETCGCTGGTCGTGTTGCAGACT TTAAGGGCGCATC
AGGTTCACCCATACTCTCGTGACCAGGGTCATGCCATGGGTATGTTGACCGCGGTGTCGC
ATCGGGGGCCGGAAGTACACTCGGCCCTCTTTGTCAAGCCGTGGGACAGCGTTCCCAGG
GATGCCCAAACGGTTACGGACGTGGGETGCACCTCCTGCGGTACCTGGCAAAGGCAACTA
CGAGGAGCGATCCTTGTTCTTGCCCACTGGCACTGGCAAGTCCACCCTTGTCCCTGCCA
ATTATGCCAAGTCAGGCCACAAGACCTTGETTCTGAACCCEGTCTGTTGCCACTGTTGCC
GCCATGGGTCCTTACATGAAGGACAAAATGGGCATTACACCGTCCATCTTTGCTGGCCA
TGGGCCCACCGCTATCTCGCGCAACACTCGGTCTAACCTGGTGTACGCGACTTACGGTC
GTTTCTTGGCCAAGCATAAGCAGTTGCTGGACGGTGTCTCTGTTATTCTTTGTGATGAG
TGCCACAGCTCAGRACCCGACAGTATTGTTGGGTATTGGGCTGGTGCGCTCTGAAGCGAR
GAAGGCCGGAGTGAACTTAGTTCTCTTCGGTACAGCTACACCACCTGGCTATGCTACAG
TCCCTCATAAGAACATCACGGAGGCACCGGTTGGGACGCGATGGTGACATTCCATTCTAT
GGTTTCTACTTGAAGTCCACTAACTACACCACTGGCAGACATCTGATCTTTGTCCACTC
TAAGAGTGAGGCGGAGCGCETCGCCTCCGCTCTTACTGCTAAGGGCGTCAAAGCTATGT
TCCACTACTCAGGTCGGGATCCAACCGCAATCCCCACCACTGGTAGTTTGACCGTAGTA
GCCACCGATGCCCTTAACACAGGATACACAGGTCGACTTTGATACGGTGACGGACTGCAR
TCTGGCTGTGCAGGAAGAAGT TACCGTTGATCTTGAACCTACCTTCACCATTTCTCTTC
GCACTCGGCCAGCTACGGCTGATCTGCGTGCCCAGAGGAGGGGGUGTTGCGGTCGCGGT
AGGCCTGGCCTGTACCGTTACTGTATAGCCTCTTCCCCGCCTTGTGGCACGGTCCCATC
CGGGGCCGTTTGGGCCGCTTTTGACGCTGCGCTGACTTGGTACGATATTCAGCCCGCCG
CCGCTGCOGCGETTGATTGGACTTTTTGCAGAGTGCCCTTACACCGGGCACATTGGCGTA
AACTTGCAGGACCCCCAGCGGETCTATGAGGTCCTCGCTCCGTTTGCGCTGACGCCAGA
CGTAGTGAGAGCAAGGAACGCCAGEGGETCAGCTGCCCCCTCCTCGTTGGAGTCCAACGGT
CAGAGTGCAAGCGCTGCGCCTCAGCGTCCTCCTTCCAACGCCCCCCACTGGCAGGGTTTG
GTCGGCGATTGTGCCGTTCCGCTGCTTTACGCCTTGGAGACTCAGAGGCCCGAGAGGST
AATCCGATCTCCATTGGTCGATCAATTGGCTGCGGCCTTGGGCGACTCTGTTACAGAGA
CGTCCTCTGGCCCCATCCTTTTGGCCGGCTTGGCGTTGGCTGCGGCCGCTGCTATTGCT
GACTACACCGGGACTTTGGTGGTCGTTGGGACCTTTGACGTGCGCCCTGGGEEEGCTCC
GCGGCCTCCCCAATCGCGCGATCTGCCCGGCGGATTATCATCAGEACAGCCACAGAGTG
ATGGCGAGGGGCCTCCCCCTCCCCGTCGCACTGACCAGCTGACAGACTCCCAAACTTTG
GACGCACTCCAGGATGTGATGACCCAGACATCGTGGGAGTGTCTGGATTATTGCTACCG
GGTAGCGACCGGTACCCTGGCTCCTAGARAACCGCCGACGCGCTGGAAAGCGGGGECGCGTT
GGCTTCGEGAGGCGTGCTATGGGACTAACCCTCCCACTAGTCCATTCCCAGETGGETGG
GGGGTCACCCAACCCCTACCTCTCGGACACCTTGCTGTGAAGACTTGGCAARCCTTGCT
CAACAACTTGGGTACTGCTATTTCCCTGGTCACCGCGGCCTGGGCCGCTGGTAGTTCTC
CTCCGCTTGCTTGTATCGCCTCAGCGTTGCTTGGGTTGCAAAGCGCGTTGCCGCTCGAC
GTGCGCCTCCCGGCCGCTCTCCTTGCTGEGTGCCGGTGGCACTCTCTTCGGAGATGCCGC
CACTEGCTTGGGGATGGCCGCGTCGTTCATGTTGGGTGGCACGETTGGAACCGCTGGECC
CTTTCATGTTCCTACTTGAAGTCTTGGGGGGGTATGAGTCCGACGGTGETCGGCGCCTCC
CTTGCATTTGACCTTTTTTCTGGAAACGCTTCTATGTCAGACTTGGTTTACCTAATCCC
TGCTCTCGGCTCACCTGGGCCCGCAGTCECTGECTTTGCCGTTGGCTTTGTTCTCCACT
TGGCTCTCGGTAAGGCTCCGTCTCGGGCCTGGTTCGAACCGACTTCTTACTCTTTTACCT
CCCTCGGTCGCTTTACCTCAGGACTTCTTTTTGGAGGAGCGACGTGAGGGCTCGAGCTTC
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TGAGCTCCTGCGTTCCCTTTCTATTAGTCGTTCTGTGTCTAAGCTCCTGGCTTCTGTTG
GTGACAAGTACATCACTCGTACCTCTGGCAGCCTCTTCTGGGAGGTCGCAGCCACTGTS
ATCTCCTGGTTTAGGCGCCTGTTGGACTGGGTCACCTCCTGCGTGAAGGACCGGATGCC
CTCTGTTCCTGTGCCTATGTTGACCTGCCAGGCCGCTTACACTGGACCTTGGGTTGGTA
CTGGTACCGTCACTGGCCGTTGCGECTGTGEGCGCTGCCATCTCTGCTGACTTCGAGGAG
GETGTTCCCCTTCCCTGCCACACTACTTCATATTTCTGCCGTEGGTACTTTGCCCGCGG
CATTCCTCTGAATACTCTTGGCACTACTTCAGGTCCTCGCCCGGUCCCCAAGCTCETGG
GTCACCGGGCTATCCATCCCGTGGGGCTTACTGGCTACGTTGAGGETTTTGCGCGCGGAA
ACTGGTGAGGTAACAATCACTAGGACTACCGAGCATGATCTCACTCGTGACCAACTTCT
CCACGCCTTACGCCAGCCGCCCTACCAGETGGATGGETGTGGTCTGTTCTCTCCGCTATT
CGGCTTCACTCATTGCCATGATTTACGGTTCTGGTGCCGTTGTTGATTACGARGGTCGG
GCCATTACCCTCCCTCACACCGTCCCCGGAGATGGCGTCAATCCCGAGTATATCGGGAC
GGTCGCCCTCGAAGGGGATGCTGTCCGGGAGGCTATGGCTGAACCAGAGGTTTGGCATG
ACACCACTGACCGTTTTTCTGACAGTGTTGACGCCGGAAGAGCTTGAGCGCTTGACTCTC
GGCTCCGAGGTTGAGTTGCCTCCGTTGGATCCCGGAGGCGACCAGGGGTCGTTCCGTCTGA
GCGTACCTTCTTTGTGGCT TCCAATCCGCAAGGTGAGGTCGCCATCCGAGAGGGACGTTG
AGACGCTTACTCCCCCTATTCCTCCTGTTCCCCCGTTGGCTCCTTTGCCCACGAGGCCG
GTGGTCTTECCTCCACCTCCTTCTGATTCTGGCCCTTTGEGTACATCCGACTACCCAGC
TACCTACTCTGACACCGGCTCTATGCCCCCGTTGCGAGGGTGAGCTCCGTGGTTCGGETG
CATCCACTCCTATTTTCTGGCAGGAACCTACTCGTTTCTCCCATGTGCCTACATCTATT
AGCATTGAGTCTACTGACAGGTCTATCGCTCAGGGGTTGCTCGACTCCGTCGGTTCTTC
GGCTGAGGCATTGGCCGTTEGCTACTGAAGTTGTTAATCGCAGCTTTCTCACACCTGCTC
TTTGCCATGAAGCGCTCCATGGTTCTEGCGCCTTGGTGGCTTCACTCCCGLCLGCCGGAC
CCCGAGGTTGCCTCEETCGCTTCCACACCCGAGCCTGACACTGTTCATGGCGCGGTTGC
GGTGGCGGCCCAGACGGCGTTGGGRACTGTTGCGGCGGCCTTGACGGCTGCCACTGGCA
ATAGTTCCGGGGAGGCTTCTCCTGETGCTCCCTCGAACCCCAGGTGCGGGTTGTGCACTTG
ACTGCTCCTTGTTTCAATCATGATGGGGATGTTCTTTGTACTTCGGCTGACATCACCTT
GGCCGGAGTTITGGTGCATGCCGEEEEECETTTTAACCACCGGCACAGCTTCTGGGTCA
ATGGTGTTAGGCGCAGGGGCACCACTCGCETGECETCCCTGTGTGACACTGCTGTCTCA
GTTACTGETTAGGTGCAATTCTCCCTCGGGCTCTTCTTGCAGCCAAACATCACTTCCTCC
TGCTGAACCTGCTGTGCGGAGCCCTAGCCCTAGGECCCCGLGUGGCETGCACATCAGTT
GGACTTGCTGCCAAAATCGTTCCTACCGTGGTTTTTACTCAGGAAACTTTACCATTTCT
GACATTTGTGATGGETTTGCCATCTTTCCAGACTCCTCCCACCTCTTCTTCCATGGGAA
CCGGEGTGTTGACACTCGAGACTCGTGTTGAGGAACTGGAGGGAGAACAGATTGAGATTC
AGTACACCTGCAGACATGAGACCGAACCCGTCTCTCGCTGCGTGAGGTCGTACATTTGG
TACGGTGTTCCGCTACGGGETCGGTGAGAGCCGCCCTGTACCGGTCACCCGCCCAATTGG
ATCCTTCATGCGCGCGGACGCTACTCGTGCTTACGTCACGCAGATETCTGAAGTTGGGA
ACCGTATTGAGAAAGTCACCATTGAGCAGACGATTGCCTTGGAGGATCAGTTCCTTATG
GATCGCTACAACTTGGCCCTTGCCAGGGCTAAGAATGGCGGTCCGETATCGGGECTEGETC
TTATGAAGAGGCTGTGGCCAAGGTTCGCCCTCGGGCTGCCGCTGGCCATAACSTCAAGLT
TCTCTGTTGCCCGATCTCAAAACGCCTGECGGGTCGGAAAATCGTGEAGGACACCATCCAG
TCTATTGCTGGTGAGCGCTGATCGAACATCCTTTCATGCTTACAGCTAAGTCTGAGGTGTT
TTTCCAAGATAAGAAGACTCGCAAGCCACCTCGGCTGCTCTGTTACCCCTCATTGGAGT
TTAGAGTGGCTGAGAAAATGATCCTAGGCGACCCTGGCTTGGTAGCCAAGGCCETCCTG
GGTGATGCATATGGTTTCCAGTACACCCCCCAACAACGEETTAGAAAACTACTCTCTCT
CTGGGATGAGAAGCAAATACCCATTGCTATCACGGTTGACGCCAAGTGCTTTGATTCCA
CCATCACGGCATTTGATGTCGACCGAGAAGCTGAAATCTATGCCATTGCCCATGAGAAR
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CCAGATCTGGTTCGUGCTCTCCATCGGCACTATAAGGCAGUTCOTATGETGAACCGTGA
GGGCGTTGAGGTTGGTTACCCTAACTGCCGCCCATCTGGCATTTACACCACTTCTGCTT
CTAATTCCATTACTTGCTECGATCAAGGTGGGETGCCGCCTGTCGTAAGATACGGCCTTAGG
AATCCTTCCTTCCTCATCCACGGTGATGACTGTGTCATTATCGCGGAGAGGGGAGACGA
GGACCCTACACCTGCTTTGCATGCACGCTTTGCTGGAATATGEGTATGACTCAGATCCTG
CACTCCACGCTTCGCTGEGACGAGGCCGEAGTCAGCTTCCACTTTCTTGECTGAGTGCACE
GCGGGTTACGACCGCCEGTAAGATTTATTTCCTTTCCACTGACTTCCGGAAGGTACTTGC
GAGGGCTACGTCTGAGTACGGAGACCCGGTCGCTTCTGCETGTGGTTACACCTTGCTCT
ATCCGTGGCACCCTTTGACTAGGTGGGTCCTAATGGCGCAGGTCATTGGACTCCCCTTT
TTAAGGGGTGCCTCGGTGEACGAGECAATCACGTGCCGAGETGGCTGGTAACCGTCTCAL
GTTTCCTCTCAAGCAGCTGCCATCCATCCTGGTGGCCCTGCATGECCCGGAGTGCTTGC
GCGTCGTCTCTGACTCCAATAAGACCCTCAGGGAGACAARCAATGCGCTTCAGGCCCTC
AGAATGCEGGEGCTTTCCTGETACCGGAAGAGGACTATTGCTCTCAGGCTTAARAATGAT
CAGAGCTGGTGGEGCAGTEGGCGAAGTTGGCCAAGGCTCTCATCTGGCCTCCTTCTGCCT
ACATCCCATCETTGGAGGTTCGACACCTTCGACGCAACCCAGCTTTTGGACATTATGAGC
AGGCCCTATARCAACCTTGAGCTCCAGATTGGCAAGCCGATTCGTCGCTCGCTGACTGGE
ACTCTTTGTGTCTAGGATCTGTTCTTTTITTTGGTTCTGACATTCCTGCTACCTTAGLCG
AAAGGTATGCACTTGETCTTIGTTTTGGTCGGTTEGGGCTCTCGCCGGCTACTGGCTTCTG
TTCTGGGETG

SEQID NO.: 3
poliproteina TDAV 120618
codificada por SEQ ID NO.: 2

MAPFLLLVLLCGAGAIRAPASHKCSFKGRFYLSNCCDPKDILLCTYDFCVIRVGCHVCT
EVCWNVSRPGISVRPGSGDVEPDLKGFFSVAAVOGYARSLICLGEPFSVGLLEGLTILYR
VDTGVPDGLRCDRPCNVSVPVWPSSLEGMRVLWEVVWGLLYRT PHMIWAAFNI FDVWLL
GLVILLTLEGRWHLAIMLVLAAGLSTSSAELVGEPWDSCTCKGVVGLRHLNETTSPCLC
ENGPWYYDAGTPGLTSFERGGGYCPSRSVRRSGCSLWCQWGSWVTIYPPSWPNGRHSHWL
CNWRCWCNGRRCWITCLVDARRHWCGSCVRDCWAETADDSLTFGNCGTGPRVTANLTAF
PLHYGQKSTVALATKMVLTAKLQPLWRNLNTTIMCSVIRTSVHCFSCIGLPSPPAGLWE
RVPGEPISDCEGVQVSTCGKRTPTCPTKCRWNATVHVCPGYAFYSPAYDDGELHVAGYWQ
WLLAGRTIHFWFLVDFLLVYLFLMHLSGARITPFLALATLWIHLRGGVFGSPTPIPGCKN
KNEATHNYTHCVOAT.GHAI SVVGEASANYAGHWLLOGPFTGLSWIVNATSSAFNITSHA
LTTVGSTLSSLAEAWIPLGGASHPLAPSTGSLAAATLAPCASCAPAAWFSAAPMLGWAF
RYPTWHESIMALLLVLIYMRFAGVARLAALVTWKLTRNFGAVGVLVLLYVLARRKTSALG
YEICISLTGEADWDWLDFSSWLLSLLFAWAVLALASLTPAMKKRKLRWYSRWAWCYSRF
ISWVDHTPFNGVDPLSRKASYYWLFAGLYVWPNEVAVVVASYVLIAVVVDLTDILLETLL
LSNPDLGRLAVLCDTIAGLRSPWFLHWVLERAARRGI YLYHHQGHLSARLAQYLRELDG
ALEPARVTPQDCEFVRDAQRITLECGRNYRGKAVVARNGDTVIIGAVRGAWELPPGFVLT
APLMLRSVGRGVWOTLVTSMMGKDKEDHTGNVLILGTAATRSMGTCVGGVVYTTFHSSN
GRTLAGPTGPLNPRWWSPSDDTAVYPMPVGCRSLEICGCGARSAWVLRKDGALVHGELF
PGREIRLDVAGRVADFKGASGSPILCDQGHAMGMLTAVSHRGPEVHSALFVKFWDS VPR
DAQTVTDVGAPPAVPGKGNYEERSLFPLPTGTGKSTLYPANYAKSGHKTLVLNESVATVA
AMGPYMKDKMGITPSIFAGHGPTAISRNTGSNLVYATYGRFLAKHKQLLDGVSVILCDE
CHSSDPTVLLGIGLVRSEAKKAGVNLVLFGTATPPGYATVPHEKNI TEAPVGTDGDIPFY
GFYLKSTNYTTGRHLIFVHSKSEAERVASALTAKGVKAMFHYSGRDPTAIPTTGSLTVV
ATDATNTGYTGDFDTVIDCNVAVOEEVTVDLEPTFTISLRTRPATADLRAQRRGRCGRG
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RPGLYRYCIASSPPCGTVPSGAVWAAFDAALTWYDIQPAAAARLIGLFAECPYTGHIGY
NLQDPQRVYEVLAPFALTPDVVRARNAGVSWPLLVGVQRSECKRCASGPPSNAPHWQGL
VGDCAVPLLYALETQRPERVIRSPLVDQLAAALGDSVTETSSGPILLAGIALAARARATA
DYTGTLVVVGTFDVRPGGAPRPPQSRDLPGGLS SGQPQSDGEGPPPPRRTDQLTDSQTL
DALODVMTQTSWECLDYCYRVATGTLAPRTADALESGARWLREACCGTNPPTSPFPGGH
GVTQPLPLGHLAVKAWQTLLNNLGTAISLVTAAWAAGSSPPLACIASALLGLOSALPLD
VRLPAALLAGAGCTLFGDAATGLGMAASFMLGGTVGTAGPFMFLLEVLGGYESTVVGAS
LAFDLFSGNASMSDLVYLIPALGIPGPAVAGFAVGFVLHLALGKAPSRAWLNRLLTLLP
RSVALPQDFFLEEDVRARASELLRSLSISREVSKLLASVGDKYITRTSGSLFWEVRAATV
ISWFRRLLDWVTSCVKDRMPSVPVPMLTCQAAY TGPWVGTGTVTIGRCGCGAAISADFEE
GVRVRWHTTSYFCRGYFARGI PLNTLGTTSGPRPAPKLVGHRAIHPVGLTGYVEVLRAE
TGEVTITRTTEHDLTRDQLLHALRQPPYQVDGVVCSLRYSASLIAMIYGSGAVVDYEGR
AITLPHTVPGDGVNPEY IGTVALEGDAVREAMAEPEVWHDTTDRFSDSVEPEELERLTL
GSEVELPPLDPEGPGVVPSERTFFVASNPQGEVAIERDVETLTPPIPPVPPLAPLPTRP
VVLPPPPSDSGPLGTSDYPATYSDTGSMPPLEGELRGSGASTPIFWQEPTRFSHVEPTST
SIESTDRSIAQGLLDSVGSSAEATAVATEVVNRSFLTPALCHEATHGSGALVASLPPPD
PEVASVASTPEPDTVHGAVAVAAQTALGTVAAALTAATGNSSGEASPVLPEPQVRVVHL
TAPCFNHDGDVLCTSADITLAGVLVHAGGRFNHRHSFWVNGVRRRGTTRVASLCDTAVS
VTVRCNSPSGSSCSQTSLPPAEPAVRSPSPRAPRGVHI SWTCCONRSYRGFYSGNFTIS
PICDGFAIFPDSSHLFFHGNRVLTLETRVEELEGEQIEIQYTCRHETEPVSRCVRSYIW
YGVPLRVGESRPVEPVTRPIGSFMRADATRAYVTOMSEVGNRIEKVTIEQTIALEDQFLM
DRYNLALARAKNGGPYRGWSYEEAVAKVRPRAAAGHNVKLSVADLKTPAGRKIVEDTIQ
SIAGERDEHPFMLTAKSEVFFQDKKTRKPPRLLCYPSLEFRVAEKMILGDPGLVAKAVL
GDAYGFQYTPQORVRKLLSLWDEKQIPIAITVDAKCFDSTITAFDVDREAEIYATAHEK
PDLVRALHRHYKAGPMVNREGVEVGYRNCRPSGIYTTSASNSITCHIKVGAACRKIGLR
NPSFLIHGDDCVIIAERGDEDPTPALRAATLLEYGYDSDPALHASLDEAESASTFLAECT
AGYDRRKIYFLSTDFRKVLARATSEYGDPVASACGYTLLYPWHPLTRWVLMAQVIGLPF
LRGASVDEAITCEVAGNRLTFPLKQLPSILVALHGPECLRVVSDSNKTLRETNNALQAL
RMRGLSWYRKRTIALRLKMIRAGGQWAKLAKALITWPPSAYIPSLEVDTFDATQLLDIMS
RPYNNLELQIGKPIRRSLTGLFVSRICSFFGSDIPATLAERYALGLVLVGWALAGYWLL
FWV

SEQIDNO.: 4
AGGGTTCTTCGGGTAAATCC

SEQIDNO.: 5
CCCTCGGACTGAATTATAGGC

SEQID NO.: 6
GCTTTCCCTTTGCACTATGG

SEQIDNO.: 7
CAAGCCGATGCAACTAAAGC

SEQIDNO.: 8
GGCTCTTTGGATTCACTTGC

SEQID NO.: 9
CCAGTGACCAGCATAATTCG

SEQ ID NO.: 10
ATGCCATGGGTATGTTGACC
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SEQ ID NO.: 11
CTCCTCGTAGTTGCCTTTGC

SEQ ID NO.: 12
TGGGAGTGTCTGGATTATTGC

SEQ ID NO.: 13
CAAGGTGTCCGAGAGGTAGG

SEQ ID NO.: 14
TGGTACTGGTACCGTCACTGG

SEQ ID NO.: 15
GCGAGGACCTGAAGTAGTGC

SEQ ID NO.: 18
CTCCTGTGCTCCCTGAACC

SEQ ID NO.: 17
AACACCATTGACCCAGAAGC

SEQ ID NO.: 18
CTTCTGCCTACATCCCATCG

SEQ ID NO.: 19
TGCATACCTTTCGGCTAAGG

SEQ ID NO.: 20
ATGCGGCGGCGTTATTCC

SEQ ID NO.: 21
GCTATCAATCTGTCAATCCTGTCC

SEQ ID NO.: 22
COGGTAAACGGCGGGAGTAAC

SEQ ID NO.: 23
TAGGTAGGGACAGTGGGAATCTCG

SEQ ID NO.: 24
CACCACACCTTCTACAAC

SEQID NO.: 25
ATCTGGGTCATCTTCTCG

SEQ ID NO.: 26
GCCATCACCATCTTCCAG

SEQ ID NO.: 27
GACTCCACAACATATTCAGC

SEQ ID NO.: 28

AGGGTTCTTCGGGTAAATCCCGGUGCEETGTTTTGGGTTCAGGGCAGTAGGGGCAGALG
GGCCAGCAGTCGCTGGTTCCTGGTACCACCACCCTATCCGGACGACCTCCCTCACGAAA
GGTCGCCACGGTCTGTGGCTCGACGACGCCTATAATTCAGTCCGAGGG
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SEQID NQ.: 29

GCTTTCCCTTTGCACTATGGTCAGAAATCTACTGTTGCTTTGGCTACTAARATGGTCTT
GACTGCTAAATTACAACCCTTGTGGAGGAATCTTAACACTACCATTATGTGCTCAGTTA
TTCGGACTTCTGTCCATTGCTTTAGTTGCATCGGCTTG

SEQID NO.: 30

GGCTCTTTGGATTCACTTGCGGGGGEGGETCTTTGGATCCCCCACTCCGATACCTGGCT
GCAAAAATAAGAATGAAGCCATCCACARCTACACACACTGTGTCCAGGCTCTTGGTCAC
GCCATTAGCGTGCTTGGTGAGGCGAGTCGCGAATTATCCTGGTCACTGG

SEQID NO.: 31

ATGCCATGGGTATGTTGACCGCCGETGTCGCATCEGEGGCCGGAAGTACACTCGGCCCTC
TTTGTCRAGCCGTGGGACAGCGTTCCCAGGCGATGCCCAAACGGTTACCGACGTGGGTGC
ACCTCCTGCGGTACCTGGCAAAGGCAACTACGAGGAG

SEQID NO.: 32

TGGECGAGTGTCTGGATTATTGCTACCGEGGTAGCGACCGGTACCCTGGCTCCTAGARACCGC
CGACGCGCTGGAAAGCGGGGCGCGTTGGCTTCGCGAGGCETGCTGTGGGACTAACCCTC
CCACTAGTCCATTCCCAGGTGGGETGGGGGETCACCCAACCCCTACCTCTCGGACACCTT
G

SEQID NO.: 33

TGGTACTGGTACCGCTCACTGGCCETTGCGGCTGTGGCGCTGCCATCTCTGCTGACTTCG
AGGAGGGTGTTCGCGTTCGCTGECACACTACTTCATATTTCTGCCGTGGGTACTTTGCC
CGCGGCATTCCTCTGAATACTCTTGGCACTACTTCAGGTCCTCGC

SEQID NO.: 34

CTCCTGTGCTCCCTGAACCCCAGGTGCGGEETTGTGCACTTGACTGUTCCTTGTTTCAAT
CATGATGGGGATGTTCTTTGTACTTCGGCTGACATCACCTTGGCCEGAGTTTTGGTGCA
TGCCGEGEEGECETTTTAACCACCGGCACAGCTTCTGGGTCAATGGTGTT

SEQID NO.: 35

CTTCTGCCTACATCCCATCGTTGEGAGGTTGACACCTTCGACGCAACCCAGCTTTTGGAC
ATTATGAGCAGGCCCTATAACAACCTTGAGCTCCAGATTGGCAAGCCGATTCGTCGGETC
GCTGACTGGACTCTTTGTGTCTAGGATCTGTTCTTTTTTTGGTTCTGACATTCCTGCTA
CCTTAGCCGAAAGGTATGCA

SEQ ID NO.: 36
CGTAAGGGCGCGTAGTGG

SEQID NO.: 37
CCGAAGCATCAAGGAACC

SEQ ID NO.: 38
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ACACATTGCAAGGTCTGTCG

SEQ ID NO.: 39
ACACATTGCAAGGTCTGTCG

SEQ ID NO.: 40
AACACCGCCAATTACAGAGC

SEQ ID NO.: 41
AACCGAGAGTAGCACCAAGC

SEQID NO.: 42
CAAATCCTGATCTGGGAAGS

SEQ ID NO.: 43
CCCAAGGATAAGGACATTGC

SEQ ID NO.: 44
TTTGTGATGAGTGCCACAGC

SEQ ID NO.: 45
GCGAAGAGAAATGGTGAAGG

SEQ ID NO.: 48
GTTCTGAACCCGTCTGTTGC

SEQ ID NO.: 47
CAGCAACTGCTTATGCTTGG

SEQ ID NO.: 48
ACCCAAGTTGTTGAGCAAGG

SEQ ID NO.: 49
TACACTGGACCTTGGGTTGG

SEQ ID NO.: 50
CACCAGAACCGTAAATCATGG

SEQ ID NO.: §1
GAGCAGTCAAGTGCACAACC

SEQ ID NO.: 52
TTGCCATCTTTCCAGACTCC

SEQ ID NO.: 53
ATAAGACCAGCCCCGATACG

SEQ ID NO.: 54
GTCAACCGTGATAGCAATGG

SEQID NO.: 55
ACTCCCCCTGTTAACCTTGC

SEQ ID NO.: 56
GCTCTTCCGATCTNNNNNN

SEQ ID NO.: 57
GCTCTTCCGATCT
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SEQ ID NO.: 58
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT

SEQ ID NO.: 59

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATNNNNNNNGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTC
CGATCT

SEQ ID NO.: 60
AATGATACGGCGACCACC

SEQ ID NO.: 61
CAAGCAGAAGACGGCATAC

SEQ ID NO.: 62
AATGATACGGCGACCACCGAGAT

SEQ ID NO.: 83
CAAGCAGAAGACGGCATACGA

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Novartis Animal Health US, Inc. Cornell University
<120> Virus, composiciones y procedimientos
<130> PAT055374-WO-PCT

<150> US 61/721.858
<151> 02-11-2012

<160> 63

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211> 10479

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 1

44



tgatacegtg
agggcgegta
ttagggagac
gggtaaatcc
gectggtteet
ctgtggeteg
aaggttecte
atagggttct
ccttgatget
ggaaaatcct
ctgtggtgea
ctatecgege
getgtgatec
gtcatgtgtyg
gttcaggtga
atgctgccte
tectttaceg
tgtcagttec
ggggtttget
ggttagttggg

tcgteocttge

teceggtacg
gtggggtage
taccgecttce
cggegeggtyg
ggtaccacca
acgacgccta
gccattgatt
ttceoecggegg
tcggecaccea
tcgggtgacce
tgctgtgatg
cecegectea
aaaggacata
cacagaagtt
tgtggagecec
cctcategge
ggttgatact
cgtttggece
gtaccgeatt
tctagtcatc

cgctggettyg
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acctegegeg
cccccaaace
gctgtttggg
ttttgggttc
ccetatecgg
taattcagtce
tggccagggg
gttgacaaac
tgagcgcaca
tcgtgogeaa
gegeetttet
cacaaatgtt
ctgctetgea
tgttggaacy
gaccttaagg
ctcoggagage
ggggttectg
tegteceteg
cogceacatga
ctcecttacce

tctacttcta

tececaaget
gagccaccct
gacctaatga
agggcagtag
acgacctece
cgaggggege
tttaagtgaa
acttccctgg
ggggygyggac
cccaatcecct
tgttgetggt
cettecaaagg
cttacgactt
tctectegtece
ggttcttcte
ctttttetgt
acgggttgeg
aggggatgeg
tttgggeage
tggagggtcy

gtgctgaact
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cgecetgagg
agtgagtgac
tcecgegtgece
gggcagacgg
tcacgaaagg
agecctegtt
cgecgoectt
gectcttegtt
cctgegacag
tcttetteca
tettttgtge
coggttttat
ctgegttace
tggcatttct
ggtegetgeg
cggcttgett
ttgcgacaga
ggtettgtgg
ctttaacate
ctggcacctyg

tgttggggag

ggggagegta
tttagaatgg
agggttcttce
gccagcagtc
tegecacggt
aaacttagge
ttaatgttta
ggecteggtt
tccgecaaga
catggcgtgt
ggggeeggtg
ctgtcaaact
cgegttggtt
gttcgacccg
gtgggtgget
ggcctcacca
cettgeaatg
gaagttgtet
ttegatgtgt
gcgatcatgce

ccatgggact

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

g40

900

960

1020

1080

1140

1200

1240



catgeacetyg
tctgtgaaaa
9999999tyy
agtggggatce
tctgtaattyg
cacgtcgaca
ctcttacett
ctttgracta
aattacaacc
ctgtcocatty
tocogggoga
cracatgeoce
totactetee
tggecggacy
tgatgcacct
tgegaggggy
ccatccacaa
aggegagtge
ggatagtecaa
gctetacact
tegetcette
ctgeoegettg
acgagteceat
ggcttgecge
tcotectagt
ttacgggega
tegettggge
gatggtacte
cattcaacgyg
tggtttggee

ttgacttgac

taagggtgtt
tggcccttgg
ctactgtect
gtgggttact
geggtgttgg
ttggtgtggt
cgggaactgt
tggtcagaaa
cttgtggagy
ctttagttge
acccatttet
daccaageag
cgogtatgat
cactatteac
ctetggtgeg
ggtctttgga
ctacacacac
gaattatgct
cgccacgteg
gtcatcactg
cacaggcagt
gtttagegea
tatggctctg
tctggttact
gettgegegt
ggctgattgg
agtgettget
tegetggget
tgtagatcce
taacgaggtt

tgacatttta
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gtgggtctta
tactatgatg
tceoegategy
atctaccctc
tgeaatggtc
tcetgegtec
ggeactggec
tctactgtty
aatcttaaca
atcggettge
gattgtgaag
aggtggaatg
gatggegage
ttttggttte
cgecatecacee
teeeccacte
tgtgtecagg
ggtcactgge
tcegeattea
gctgaggett
ttagcggegg
gcteceatge
cttttggtec
tggaagttga
aggaagacca
gactggttgy
ctegegteee
tggtgetact
ctttctegga
geegttgtygg

ctagagaccce

ggcaccttaa
ctggtacgee
toegoaggte
cctectggee
gecgatgetyg
gogattgtty
ctegegteac
ctttggctac
ctaccattat
cgtegectee
gegtgeaggt
ctactgtgea
tteatgttge
ttgtagattt
cctttttage
cgatacctgg
ctocttggtca
tgctacaggy
atatecaccte
ggatteeett
cgatectage
taggetggge
tgatttacat
ctcgeaactt
gtgetttggg
attttteete
ttacaccage
ctoggtteat
aggctteocta
ttgectegta

tcttgttgte
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cgagactact
aggcctcacc
cggatgetog
taacggccgy
gattacctge
ggctgagace
tgctaactta
taaaatggtc
gtgeteagtt
cgogggtttyg
ttocactggt
cgtetgecee
tggetactgyg
cetgettgtt
cttggectett
ctgeaaaaat
cgcecattage
ceegtttace
ccatgecttg
gggcggggec
geccgtgegec
gtttegetat
gaggttecgec
cggcgetgtt
gtacgagatc
ctggctecte
aatgaagaag
ctegtgagte
ctactggctyg
cgtettgatt

aaatcctgat

tctecatgte
tctttegaga
ctgtggtgec
cattecttgge
ctegttgacg
gctgatgatt
acegettice
ttgactgeta
attoggactt
tgggagegty
aageoggacte
ggttacgeet
cagtggettt
tacttgttet
tggattecact
aagaatgaag
gtaggttggtg
ggtctectegt
accactgteg
tcacatecce
tcttgtgete
cecacttgge
ggggtegete
ggtgtgcteg
tgtatttece
tcgettetgt
cgtaagctec
gaccacactc
tttgcgggtce
geegtegtgg

ctgggaagyc

1320

1380

1440

1300

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120



tegeggtgtt
tggagcgege
ggctegeaca
aggactgcga
ggaaggeggt
gggagcteec
gagtctggea
atgtecttat
tttacaccac
atacteggtg
gaagtctaga
ctotagtceca
ttgcagactt
gtatgttgac
cgtgggacag
tacctggeaa
ccacccttgt
ctgttgecac
ccatetttge
acgcgactta
ttetttgtga
getctgaage
gctatgetac
tteocattcta
ttgtecacte
aagetatgtt
cegtagtage
actgeaatgt
ctettegeac
geggcaggece
catceggggce

cogeegetge

gtgtgacace
agctaggegt
gtatctcagg
gtttgtgege
tgttgecege
cccegggtte
gacgctagtyg
ccttgggace
attecactee
gtggtegece
gatttgtgga
cggtgaactyg
taagggcogea
cgeggtgteg
cgttceocagy
aggcaactac
coctgecaat
tgttgecgee
tggecatggy
cggtegttte
tgagtgccac
gaagaaggce
agtcccteat
tggtttctac
taagagtgag
ccactactca
caccgatygee
ggctgtgeag
toggccaget
tggoctgtac
cgtttgggee

geggttgatt

ES 2 642 879 T3

atcgegggte
ggeatttacc
gagttggatg
gacgcteage
aacggtgaca
gtgcttacgg
acgagcatga
gctgecacec
teecaacggte
tcggacgaca
tgtggagcec
tttectggac
tcaggtteac
catcggygggc
gatgccecaaa
gaggagegat
tatgeoccaagt
atgggtcctt
cccaccgeta
ttggeccaage
agectcagacc
ggagtgaact
aagaacatca
ttgaagtcca
gcggagegey
ggtegggate
cttaacacag
gaagaagtta
acggetgate
cgttactgta
gettttgacg

ggacttttty

tcaggtetee
tectatcacca
gtgccttgga
gqgattettga
ctgtcatcat
cccecccteat
tggggaagga
ggtcaatggg
ggactttgge
cegoogtgta
ggagcgcatg
gtgagattag
ccatactetyg
cggaagtaca
cggttacgga
cettgttett
caggccacaa
acatgaagga
tcteogegeaa
ataagcagtt
cgacagtatt
tagttctett
cggaggcace
ctaactacac
tegectecge
caaccgcaat
gatacacagyg
cegttgatet
tgegtgeocca
tageotette
ctgegotgac

cagagtgece
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ctggttecte
ccaggggcat
geceggegegg
gtgtggeege
tggcgecegtt
gcttegaage
caaggaagat
gacgtgegte
tgggecaact
ccecaatgeet
ggtactgcge
actggatgtc
tgaccaggut
cteggeoecte
cgtgggtgea
gocecactgye
gaccttggtt
caaaatgggc
cactgggtet
getggacggt
gttgggtatt
cggtacaget
ggttgggacy
cactggcaga
tcttactget
ccccaceact
tgactttgat
tgaacctace
gaggagaguyg
coogeottgt
ttggtacgat

ttacaccgoy

cattgggtte
ttgtcegeoac
gttacgcege
aattategeyg
cgeggggect
gttggcegtg
cacacaggca
g9993999tgag
gggecoctaa
gtaggctgca
aaggatggtg
getggtegty
catgeocatgyg
tttgteaage
ceteoctgegy
actggraagt
ctgaaccegt
attacaccgt
aacctggtgt
gtctectgtta
gggctggtge
acaccaccty
gatggtgaca
catctgatct
aagggegtca
ggtagtttga
acggtgacgg
ttecaccattt
cgttgeggte
gqgcacggtce
atteageocg

cacattggcy

3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3800
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4520
4980

5040



taaacttgca
acgtagtgag
cagagtgcaa
teggegatty
tcogatetee
cetetggece
acaccgggac
ctcecccaate
aggggectee
tocaggatgt
ceggtacect
aggcgtgetg
aaccoctace
gtactgctat
gtatcgecte
ccgetetect
tggcegegte
ttgaagtett
tttctggaaa
ggcccgeagt
cgtcteoggygce
aggacttctt
ctattagtcy
cetetggeag
tggactgggt
cetgecagge
gctgtggege
cttcatattt
cttcaggtece
ttactggeta

ccgagecatga

ggaccccoag
agcaaggaac
gegetgegeo
tgcegttcoeg
attggtcgat
catecttttyg
tttggtggte
gogegatctyg
cecteccegt
gatgacccag
ggctectaga
tgggactaac
teteggacac
tteeocetggte
agegttgett
tgetggtgee
gttcatgtty
gggggggtat
cgcttctaty
cgetggettt
ctggttgaac
tttggaggag
ttetgtgtet
cctettetgg
cacctectge
cgettacact
tgcecatectet
ctgeegtggy
tecgeoecggee
cgttgaggtt

tcteoactegt
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cgggtctatyg
gccggggtca
tcaggtecte
ctgctttacy
caattggctg
gccggettog
gttgggacct
ceeggeggat
cgeactgace
acatogtgoy
accgoogacy
ccteccacta
cttgetgtga
accgeggect
gggttgcaaa
ggtggeactc
ggtggcacgy
gagtcgacgg
tcagacttgg
googttgget
cgacttctta
gacgtgaggg
aagctectgyg
gaggtegeag
gtgaaggacc
ggaccttggg
getgactteg
tactttgece
cccaageteg
ttgegegegy

gaccaacttc

aggtcoctege
gctggeooect
ctteecaacge
ccttggagac
cggecttyggg
cgttggetge
ttgacgtgeg
tatcatcagg
agetgacaga
agtgtctgga
cgetggaaag
gtcecattece
aggettggea
gggeegatgg
gegegttgee
tcttocggaga
ttggaaccyge
tggteggege
tttacctaat
ttgtteteca
ctcttttace
ctegagette
cttetgttgg
ccactgtgat
ggatgeoocte
ttggtactgg
aggagggtgt
geggeatteco
tgggtcaceg
aaactggtga

tcecacgectt
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teegtttgeg
cctegttgga
ceeccactgg
tcagaggeec
cgactctgtt
ggcegetget
cectggagyg
acagccacag
cteocaaact
ttattgctac
cggggegegt
aggtgggtgg
aacettgete
tagttctcoct
gctegacgtyg
tgeegecact
tggcectttc
cteeocttgea
cectgetete
cttggetete
tegeteggte
tgagctactyg
tgacaagtac
ctectggttt
tgttectgtyg
tacegteact
tegegttege
tctgaatact
ggctatccat
ggtaacaatc

acgccagcecg

ctgacgecag
gtccaacggt
cagggtttgg
gagagggtaa
acagagacgt
attgetgact
gctoocgeggce
agtgatggeg
ttggacgeac
cgggtagega
tggettegygy
ggggtcacce
aacaacttgg
cegettgett
cgoctoccygy
ggcttgggga
atgttcectac
tttgaccttt
ggctcacctg
ggtaaggete
getttaccte
cgttcoettt
atcactegta
aggegeetgt
cctatgttga
ggeegttgeg
tggcacacta
cttggcacta
ccegtgggge
actaggacta

ccctaccagg

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6500



tggatggtgt
ctggtgcegt
atggcgtcaa
ctatggetga
cggaagagct
agggaccagg
aggtcgcecat
tggctccttt
tgggtacate
gtgagcteocg
cccatgtgee
tegacteegt
getttetcac
cactceocegee
ttcatggeoge
cggetgocac
gggttgtgca
ctgacatcac
gettetgggt
ctgotgtete
cacttcctee
acatcagttyg
ccatttctga
atgggaaccg
agattcagta
tttggtacgy
ttggatcett
ggaaccgtat
tggategeta
cttatgaaga
tetetgttge

ctattgectgyg

ggtctgttet
tgttgattac
tcecgagtat
accagaggtt
tgagcgettyg
ggtcgttecg
cgagagggac
gcccacgagg
ecgactaceca
tggttegggt
tacatctatt
cggttctteg
acctgctett
gcoggacceo
ggttgcggtg
tggcaatagt
cttgactget
cttggcegga
caatggtgtt
agttactgtt
tgctgaacct
gacttgetge
catttgtgat
ggtgttgaca
cacctgeaga
tgttocgeta
catgegegeqg
tgagaaagtc
caacttggee
ggctgtggec
cgatctcaaa

tgagogtgat

ES 2 642 879 T3

ctoeogetatt

gaaggtcggg
atcgggacgg

tggeatgaca
actetegget
tectgagegta
gttgagacge
ceggtggtcet
gctacctact
gcatcecacte
agcattgagt
gctgaggeat
tgccatgaag
gaggttgect
gcggcccaga
tecggggagy
ccttgtttca
gttttggtgce
aggcycagygy
aggtgecaatt
getgtgegga
caaaatcgtt
gggtttgecca
ctegagactce
catgagaccyg
cgggtagaty
gacgctacte
accattgage
cttgccaggg
aaggttecgce
acgectgogg

gaacatcctt

cggctteact
ccattaccet
togeectega
ccactgacey
ccgaggttga
cottetttgt
ttactceccee
tgectecace
ctgacaccgg
ctattttctg
ctactgacag
tggecegttge
cgctecatgy
cggtegette
cggegttggg
cticteoctgt
atecatgatgg
atgceoggggg
geaccactcy
cteccteggy
gcectagece
cctacegtygy
tetttocaga
gtgttgagga
aaccegtcte
agagccgece
gtgcttacgt
agacgattge
ctaagaatgg
ctegggetge
gtcggaaaat

tcatgecttac
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cattgeecaty
ccctcacaca
aggggatgct
tttttetgac
gttgoctecg
ggcttccaat
tattcctect
tecttctgat
ctetatgeeg
geaggaacct
gtctatcget
tactgaagtt
ttctggegee
cacacccgag
gactgttgcg
gcteooetgaa
ggatgttett
gegttttaac
cgtggegtee
ctettettge
tagggcceceg
tttttacteca
ctcetececac
actggaggga
tegetgegtyg
tgtaceggte
cacgcagatg
cttggaggat
cggteegtat
cgetggecat
cgtggaggac

agctaagtct

atttacggtt
gtccecggag
gtccgggagg
agtgttgage
ttggateegg
cocgeaaggtg
gttcceocecgt
totggecett
cegttggagy
actcgtttet
caggggttgce
gttaategea
ttggtggett
cctgacactyg
gcggecttga
cceocaggtge
tgtacttegg
caccggcaca
ctgtgtgaca
agccaaacat
cgeggegtge
ggaaacttta
ctettcttec
gaacagattg
aggtcgtaca
acecgoccaa
tctgaagttg
cagttoctta
cggggetggt
aacgtcaage

accatccagt

gqaggtgtttt

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7520

7980

8040

8100

B160

B220

B280

B340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820



tccaagataa
gagtggctga
atgcatatgg
atgagaagca
cggegtttga
tggttegege
aggttggtta
ttacttgectg
tcctcateca
ctgetttgeg
cgctggacga
gccgtaagat
agtacggaga
tgactaggtg
tggacgaggce
tgcecateeat
ataagacect
ggtaceggaa
cgaagttggc
acaccttcga
tccagattgg
ctttttttgg
tggteggttg
tagecaccett
tcggccgggd
ctceoectggga
tatagcccgg

gtacgctegt

<210> 2

<211> 9567
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 2

gaagactcge
gaaaatgatc
tttcecagtac
aatacccatt
tgtcgaccga
tcteecategg
cecgtaactge
gatcaaggtg
cggtgatgac
tgecagetttg
ggeggagtea
ttattteett
ceceggtoget
ggtcctaatg
aatcacgtge
cetggtggece

cagggagaca

gaggactatt
caaggctcte
cgcaacccag
caagccgatt
ttetgacatt
ggetetegee
tacagtttte
gagtagcgeo
agaggagcag
caaggttaac

caggtecteeg
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aagccacctce
ctaggcgacc
accocccaac
gctatcacgg
gaagctgaaa
cactataagg
cgcccatcetg
ggtgccgect
tgtgtcatta
ctggaatatyg
gcttcoecactt
tecactgact
tetgegtgtg
gcgeaggtcea
gaggtggcty
ctgeatggee
aacaatgege
geteteagge
atctggeocetce
cttttggaca
cgteoggtcge
cetgetaccet
ggctactgge
ctactaaaca
ccoccectttyg
tacatccceg
agggggagta

acgttaaaga

ggctgctctyg
ctggettggt
aacgggttag
ttgacgecaa
tctatgecat
caggtcctat
gcatttacac
gtcgtaagat
tcgecggagag
ggtatgactec
tecttggetga
tceggaaggt
gttacacctt
ttggactcce
gtaaccgtct
cggagtgett
tteaggecet
ttaaaatgat
cttctgecta
ttatgagcag
tgactggact
tagcegaaag
ttetgttetg
tgattgtttg
tgagctcgta
gctggeagee
gtgcceccecce

acetggect
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ttacccctca
agccaaggce
aaaactactc
gtgetttgat
tgececatgag
ggtgaacegt
cacttctgct
aggccttagg
gggagacgay
agatcectgea
gtgcacggeg
acttgegagy
gctctatceg
ctttttaagg
cacgtttect
gegegtegte
cagaatgegyg
cagagcetggt
catcccatcg
gcectataac
ctttgtgtect
gtatgeactt
ggtgtgagee
ttagtecaag
accccctttt
gttaattgcet

cgecccaact

ttggagttta
gtcctgagtyg
tctetetggg
tccaccatea
aaaccagatce
gagggegttg
tctaattcea
aatcctteet
gaccctacac
ctecacgett
ggttacgacc
gctacgtctg
tggcaccctt
gagtgcctegg
ctcaagcagc
totgacteca
gggcttteet
gggcagtggg
ttggaggttyg
aaccttgage
aggatctgtt
ggtcttgttt
ectagtttac
gcaacagget
ggggctgtte
acgtggtggt

cgggtagege

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10479



atggcgeett
tcacacaaat
atactgetet
gtttgttgga
cccgacetta
ggectoggag
actggggtte
cectegtece
attcegeaca
atcctoctta
ttgtectactt
gttgtgggte
tggtactatg
cctteccogat
actatctace
tggtgcaatg
ggttcctgey
tgtggecactyg
aaatctactg
aggaatctta
tgcatcgget
tctgattgtg
cagaggtgga
gatgatggeg
cacttttggt
gogegecatca
ggatceeoeca
cactgtgtece
getggteact

tegteegeat

ctggetgagy

tettgttget
gttccttcaa
gcacttacga
acgtectcteg
aggggttett
agecttttte
ctgacgggtt
tegaggggat
tgatttggge
cectggaggy
ctagtgetga
ttaggcacct
atgetggtac
cggtccgeag
ctcecteety
gtcgceegatg
teccgegatty
gcectegegt
ttgctttgge
acactacecat
tgcecgtegec
aaggcgtgea
atgctactgt
agcttcatgt
ttcttgtaga
cceccttttt
cteegatace
aggctcttgy
ggctgetaca
tcaatatcac

cttggattee
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ggttcttttyg
aggeeggttt
cttctgegtt
tecctggeatt
ctcggteget
tgteggcetty
gcgttgcgac
gegggtottyg
agectttaac
tegetggeac
acttgttggg
taacgagact
geeaggecte
gtceggatge
gcctaacgge
ctggattacc
ttgggctgag
cactgctaac
tactaaaatg
tatgtgctca
tccegegggt
ggtttccact
gcacgtctge
tgctggctac
tttectgett
agcecttgget
tggctgeaaa
tcacgeocatt
gggceegttt

cteocececatgece

cttgggeggy

tgcggggccg
tatctgtcaa
accegegttg
tctgttegac
geggtgggtg
cttggcetea
agaccttgea
tgggaagttyg
atcttegatg
ctggegatca
gagcoatgyg
acttctccat
accteottteg
tegetgtggt
cggeattctt
tgcetegttg
accgctgaty
ttaaccgett
gtcttgactyg
gttattcgga
ttgtgggage
ggtaagcgga
ccocggttacy
tggcagtgge
gtttacttgt
ctttggatte
aataagaatg
agcgtggttyg
accggtetet
ttgaccactg

gecteacate
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gtgctatecg
actgctgtga
gttgteatgt
coggttcagy
gctatgetge
ccatccttta
atgtgtcagt
tetggggottt
tgtggttgtt
tgctegtect
actcatgeac
gtctctgtga
agaggggygy
gccagtgggg
ggctctgtaa
acgecacgtcg
attctcttac
tocectttgea
ctaaattaca
cttetgteca
gtgtcocegyg
ctceccacatg
ccttctacte
ttttggoegy
tcttgatgea
acttgegggg
aagccatcoca
gtgaggcgag
cgtggatagt
teggctetac

cectegetee

cgecoeegec
tccaaaggac
gtgcacagaa
tgatgtggag
ctceceoteate
ccgggttgat
tecegtttgg
gctgtaccge
gggtctagte
tgocegetgge
ctgtaagggt
aaatggcccect
tggcotactgt
atcgtgggtt
ttggcggtgt
acattggtgt
cttegggaac
ctatggtcag
acccttgtgg
ttgectttagt
cgaacccatt
cccaaccaag
tcecegegtat
acgcactatt
cctetetggt
gggggtettt
caactacaca
tgrgaattat
caacgocacg
actgtcatca

ttecacagge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860



agtttagecgg
gcagctccea
ctgettttayg
acttggaagt
cgtaggaaga
togggactggt
gctctegegt
gettggtget
cecctttete
gttgcegttg
ttactagaga
accatcgegg
cgtggeattt
agggagttgg
cgcgacgcecte
cgcaacggtg
ttegtgetta
gtgacgagca
accgctgecea
toctecaacg
cecteggacyg
ggatgtggag
ctgtttcctg
gcatcaggtt
tecgecateggg
agggatgcece
tacgaggage
aattatgceca
gccatgggte
gggcccaccg
ttcttggcea

cacagctecag

cggcgatect
tgcktaggetg
tectgattta
tgactcgcaa
ccagtgettt
tggattttte
cccttacacce
acteteggtt
ggaaggette
tggttgcctce
cectottgtt
gtctcaggtce
acctctatca
atggtgectt
agcggattct
acactgtcat
cggcccecect
tgatggggaa
cccggteaat
gtcggacttt
acaccgeegt
cccggagoegce
gacgtgagat
cacccatact
ggccggaagt
aaacggttac
gatccttgtt
agtcaggeca
cttacatgaa
ctatctegeg
agcataagea

acccgacagt
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agegcegtge
ggegtttege
catgaggtte
cttcggeget
ggggtacygag
ctoctggete
agcaatgaag
catctegtgg
ctactactgg
gtacgtcttg
gtcaaatect
tecctggtte
ccaccagggyg
ggagceceggeg
tgagtgtggce
cattggegece
catgcttega
ggacaaggaa
ggggacgtgc
ggctgggcca
gtacccaatyg
atgggtactg
tagactggat
ctgtgaceag
acacteggec
ggacgtgggt
cttgceceoact
caagaccttyg
ggacaaaaty
caacactggg
gttgctggac

attgttgggt

goctettgtg
tatcccactt
gecggggteg
gttggtgtge
atctgtattt
ctetegette
aagcgtaagce
gtcegaccaca
ctgtttgogyg
attgcegteg
gatctgggaa
ctccattggg
catttgtceyg
cgggttacgce
cgcaattatc
gttegegggy
agcgttggec
gatcacacag
gtcgggggag
actgggccecc
cetgtagget
cgcaaggatg
gtcgetggtce
ggtcatgeca
ctctttgtea
gcaccteocty
ggcactggeca
gttctgaace
ggcattacac
tctaacctgg

ggtgtctety

attgggctgy
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ctectgeege
ggeacgagtc
ctoggettge
tegtectect
cecttacggg
tgttegettyg
tecegatggta
ctecatteaa
gtctggtttyg
tggttgactt
ggctegeggt
ttetggageg
cacggctegce
cgeaggactg
gcgggaaggce
cctgggaget
gtggagtctg
gceaatgtect
tggtttacac
taaatccteg
gcagaagtet
gtgctctagt
gtgttgcaga
tgggtatgtt
agccgtggga
cggtacctgy
agteccaccct
cgtetgttge
cgtecatett
tgtacgegac
ttattctttyg

tgcgetetga

ttggtttage
cattatggct
cgotoetggtt
agtgcttgeg
cgaggetgat
ggcagtgeott
ctetegetgg
cggtgtagat
gectaacgag
gactgacatt
gttgtgtgac
cgcagetagg
acagtatcte
cgagtttgtg
ggttgttgce
ccocccceggyg
gcagacgcta
tatcettggyg
cacattccac
gtggtggtcg
agagatttgt
ccacggtgaa
ctttaaggge
gaccgeggty
cagcgttecec
caaaggcaac
tgtceectgee
cactgttgeoe
tgctggecat
ttacggtegt
tgatgagtge

agcgaagaag

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780



geceggagtyga
cataagaaca
tacttgaagt
gaggcggagco
tcaggtegygg
gocettaaca
caggaagaag
gctacggetg
taccgttact
gocegettttg
attggacttt
cagcgggtet
aacgccgggg
gcectecaggte
ccogetgettt
gatcaattgg
ttggcocgget
gtegttggga
ctgcceggeg
cgtcgeactg
cagacatcgt
agaaccgocyg
aaccctcececa
caccttgetg
gtcacegegy
cttgggttge
geeggtggea
ttgggtggea
tatgagtega
atgtcagact

tttgeegttg

acttagttet
tcacggagge
ccactaacta
gegtegeete
atccaaccge
caggatacac
ttacecgttga
atetgegtge
gtatagectc
acgetgeget
ttgecagagtg
atgaggtect
tcagctggec
ctccttccaa
acgcettgga
ctgcggeett
tggcegttgge
cctttgacgt
gattatcatc
accagctgac
gggagtgtet
acgegetgga
ctagtccatt
tgaaggetty
cetgggeege
aaagcgegtt
ctecteottegyg
cggttggaac
cggtggtegy
tggtttacet

getttgttet

ES 2 642 879 T3

ctteoggtaca
aceggttggg
caccactggc
cgetettact
aatcececacc
aggtgacttt
tettgaacet
ccagaggagg
ttceceegect
gacttggtac
ceccttacace
cgctecgttt
cctectegtt
cgccecccac
gactcagagyg
gggcgactct
tgcggeccget
gegeectggg
aggacagcca
agactcccaa
ggattattge
aagcggggcy
cccaggtagy
geaaaccettyg
tggtagttct
gecgetcgac
agatgecegec
cgetggeecet
agectecett
aatcectgct

ccacttgget

getacaccac

acggatggtg
agacatctga
getaagggeg
actggtagtt
gatacggtga
accttcacca
gggegttgeg
tgtggcacgg
gatattcage
gggcacattg
gcgetgacge
ggagtccaac
tggeagggtt
cccgagagygy
gttacagaga
gctattgetyg
ggggcteoge
cagagtgatg
actttggacyg
taccgggtag
cgttggette
tggggggtca
ctcaacaact
ccteogetty
gtgoegecten
actggettgyg
ttcatgtteo
geatttgace

ctecggetcac

cteggtaagyg
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ctggetatge
acatteeatt
tctttgteca
traaagetat
tgaccegtagt
cggactgcaa
tttctetteg
gtegeggeag
teoccatecegg
cogeoogeoge
gcgtaaactt
cagacgtagt
ggtcagagtg
tggtcggega
taatcecgate
cgtcectetgg
actacaccgy
ggccteeocca
gcgaggggee
cactccagga
cgacecggtac
gggaggcgtg
cccaaccect
tgggtactge
cttgtatcge
cggoagetet
ggatggecge
tacttgaagt
ttttttetgg
ctgggeccege

cteegteteg

tacagtcoct
ctatggttte
ctetaagagt
gttccactac
agccaccgat
tgtggetgty
cacteoggeoca
gectggectyg
ggcegtttgg
tgegeggttyg
gcaggacccc
gagaygcaaygy
caagcgctge
ttgtgcecgtt
tccattgote
ccceatectt
gactttgotg
ategegegat
tceccctece
tgtgatgace
cctggetect
ctgtgggact
acctctegga
tatttecoeotyg
ctcagegttyg
cettgetggt
gtegtteatg
ettgggyggy
aaacgettoet
agtcgetgge

ggectggtty

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640



aaccgactte
gaggacgtga
tctaagetee
tgggaggteg
tgcgtgaagg
actggacctt
tctgetgact
gggtactttyg
goccocaagco
gttttgegeg
cgtgaccaac
tetetooget
tacgaaggtc
tatateggga
gtttggecatg
ttgactctcg
cegtetgage
gacgttgaga
aggeeggtgg
ccagetacet
ggtgcatcca
attageattg
teggetgagy
ctttgeoatyg
coogaggttyg
gtggcggeec
agttcegggy
gcotecttgtt
ggagttttgg
gttaggegea
gttaggtgca

cctgetgtge

ttactcotttt
gggctcgage
tggcttetgt
cagccactgt
accggatgec
gggttggtac
tcgaggaggy
ccogeggeat
tegtgggtea
cggaaactgy
ttctceacge
attcggette
gggccattac
cggtegeect
acaccactga
gcteocgaggt
gtaccttett
cgettactee
tettgectee
actctgacac
ctcctatttt
agtctactga
cattggeegt
aagcgeteoca
ccteggtege
agacggcegtt
aggettetee
tcaatcatga
tgcatgeegg
ggggcaccac
attctecete

ggagcectag
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acctegotey
ttctgagete
tggtgacaag
gateotoctgy
ctetgttect
tggtacagte
tgttogegtt
tecctetgaat
cocgggetate
tgaggtaaca
cttacgecag
actcattgeon
cctcecteac
cgaaggggat
coegtttttet
tgagttgect
tgtggetteo
ccctattect
acctecttet
cggotetatyg
ctggcaggaa
caggtctate
tgctactgaa
tggttctgge
tteocacacen
ggggactgtt
tgtgetecet
tggggatgtt
ggggegtttt
tegegtggeyg
gggectettet

ccctagggece

gtegetttac
ctgegtteoee
tacatecactc
tttaggegec
gtgcctatgt
actggcegtt
cgctggcaca
actcttggea
catcecgtgg
atcactagga
cegecectace
atgatttacg
accgteeceeg
getgtecggg
gacagtgttyg
ccgttggatc
aatcegcaag
cetgtteocee
gattotggee
cogeegttgg
cctactcgtt
getoaggggt
gttgttaatc
gecttggtgg
gagocotgaca
gcggoggect
gaaccocagg
ctttgtactt
aaccaccggc
tceotgtgtyg
tgcagccaaa

ccgcgoggeyg

54

ctecaggactt
tttctattag
gtacctcetgg
tgttggacty
tgacctgeca
gcggetgtyy
ctacttcata
ctacttcagyg
ggcttactgg
ctaccgagea
aggtggatgg
gttetggtge
gagatggcgt
aggctatgge
agocggaaga
cggagggacc
gtgaggtege
cgttggcteoc
ctttgggtac
agggtgaget
tecteccatgt
tgetegacte
geagetttet
cttcacteee
ctgttoatgy
tgacggetge
tgegggttgt
cggctgacat
acagecttetg
acactgetgt
catcacttece

tgcacatcag

ctttttggag
tegttetgty
cagcetette
ggtcaccten
ggccgcttac
cgctgeecate
tttetgeogt
tcectegeceyg
ctacgttgag
tgatctecact
tgtggtetgt
cgttgttgat
caatececegag
tgaaccagag
gcttgagege
aggggtegtt
categagagy
tttgcccacy
atcegactac
coegtggtteg
gcctacatet
cgteggttet
cacacctget
gcocgeeggac
cgeggttgeg
cactggcaat
gcacttgact
caccttggece
ggtcaatggt
ctcagttact
tecctgetgaa

ttggacttge

5700

5760

5820

5880

5940

6000

€060

6120

6180

6240

6300

€360

6420

6480

€540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560



tgccaaaate
gatgggtttg
acactegaga
agacatgaga
ctacgggtcg
geggacgcta
gtcaccattg
geccttgeca
gecaaggtte
aaaacgecetyg
gatgaacate
cgcaagccac
atceotaggeg
tacacccecceo
attgctatca
cgagaagctg
cggcactata
tgccogeccat
gtgggtgccg
gactgtgtca
ttgctggaat
tcagcttcca
cttteccactg
gettetgegt
atggcgecagg
tgcgaggtag
geectgeatg
acaaacaatg
attgetetea
ctcatctgge

cagettttgg

gttocctaceg
ccatctttce
ctegtgttga
ccgaaceegt
gtgagagecg
ctegtgetta
agcagacgat
gggctaagaa
gooctogggce
cgggtcggaa
cttteatget
cteggetget
accetggett
adacaacgggt
cggttgacge
aaatctatge
aggcaggtce
ctggeattta
cctgtcgtaa
ttatcgecgga
atgggtatga
ctttcttgge
acttccggaa
gtggttacac
tcattggact
ctggtaaceg
gececggagtg
cgettcagge
ggcttaaaat
ctecttetge

acattatgag
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tggtttttac
agactcctce
ggaactggag
ctectegetge
ccectgtacey
cgtcacgeag
tgccttggag
tggeggtecg
tgcegetgyge
aatcgtggag
tacagctaag
ctgttaccee
ggtagccaag
tagaaaacta
caagtgcttt
cattgceceat
tatggtgaac
caccacttct
gataggcctt
gaggggagac
ctcagatcet
tgagtgcacg
ggtacttgey
cttgetetat
cccecttttta
tctracgttt
cttgegegte
ccteoagaatg
gatcagaget
ctacatccea

caggecctat

tcaggaaact
cacctettct
ggagaacaga
gtgaggtcogt
gtcacececgee
atgtctgaag
gatcagttce
tategggget
cataacgtca
gacaccatce
tetgaggtgt
tcattggagt
geegtectgg
ctctetctet
gattccacca
gagaaaccag
cgtgagggcy
gcttctaatt
aggaatcctt
gaggacccta
gcacteccacy
gcgggttacg
agggctacgt
cogtggeace
aggggtgcct
cotetcaage
gtetetgact
cgggggettt
ggtgggeagt
tegttggagg

aacaaccettg
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ttaccattte
tccatgggaa
ttgagattea
acatttggta
caattggatc
ttgggaaccy
ttatggatcyg
ggtcttatga
agetetetgt
agtctattge
ttttecaaga
ttagagtgge
gtgatgcata
gggatgagaa
tcacggegtt
atctggtteg
ttgaggttgy
ccattacttyg
ccttectcat
cacectgettt
cttegetgga
accgccgtaa
ctgagtacgyg
ctttgactag
cggtggacga
agctgccate
ccaataagac
cctggtaceg
gggegaagtt
ttgacacctt

agetecagat

tgacatttgt
cegogtgtty
gtacaccetge
cggtgttecyg
cttcatgege
tattgagaaa
ctacaacttg
agaggctgtyg
tgcegatete
tggtgagegt
taagaagact
tgagaaaatg
tggtttecag
gcaaatacce
tgatgtcgac
cgctoteeat
ttaccgtaac
ctggatcaag
ccacggtgat
gcgtgeaget
cgaggcggay
gatttattte
agacccggte
gtgggtcecta
ggcaatcacy
catcctggtyg
cocteoagggag
gaagaggact
ggccaagget
cgacgcaacc

tggcaageeg

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7380

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8380

8540

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420
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attocgteggt cgetgactgg actotttghbg tctaggatcot gttotttttt tggttcotgac 9480
attcctgeta ccocttagoccga aaggtatgea cttggtettyg ttttggtegg ttgggetcte 9540
gccggetact ggettctgtt ctgggtg 9567

<210> 3

<211> 3189

<212> PRT

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 3

56



Met

Arg

Ser

Cys

Val

65

Pro

Ala

Leu

Cys

Glu

145

Ile

Leu

Ile

Ala

Ala

Asn

Val

30

Ser

Asp

Ser

Thr

Asp

130

Gly

Pro

Gly

Met

Pro

Pro

Cys

35

Thr

Arg

Leu

Leu

Ile

115

Arg

Met

His

Leu

Leu

Phe

Ala

20

Cys

Arg

Pro

Lys

Ile

100

Leu

Pro

Arg

Met

Val

180

Val

Leu

Ser

Asp

Val

Gly

Gly

85

Gly

Tyr

Cys

Val

Ile

165

Ile

Leu
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Leu

His

Pro

Gly

Ile

70

Phe

Leu

Arg

Asn

Leu
150

Trp

Leu

Ala

Leu

Lys

Lys

Cys

35

Ser

Phe

Gly

Val

Val

135

Trp

Ala

Leu

Ala

Val

Cys

Asp

40

His

Val

Ser

Glu

Asp

120

Ser

Glu

Ala

Thr

Gly

57

Leu

Ser

25

Ile

Val

Arg

Val

Pro

105

Thr

Val

Val

Phe

Leu

185

Leu

Leu

10

Phe

Leu

Cys

Fro

Ala

80

Phe

Gly

Fro

Val

Asn

170

Glu

Ser

Cys

Lys

Leu

Thr

Gly

75

Ala

Ser

Val

Val

Trp

155

Ile

Gly

Thr

Gly

Gly

Cys

Glu

60

Ser

Val

Val

Fro

Trp

140

Gly

Phe

Arg

Ser

Ala

Arg

Thr

45

Val

Gly

Gly

Gly

Asp

125

Fro

Leu

Asp

Trp

Ser

Gly

Phe

30

Tyr

Cys

Asp

Gly

Leu

110

Gly

Ser

Leu

val

His

190

Ala

Ala

15

Tyr

Asp

Trp

Val

Tyr

95

Leu

Leu

Ser

Tyr

Trp

175

Leu

Glu

Ile

Leu

Phe

Asn

Glu

g0

Ala

Gly

Arg

Leu

Arg

160

Leu

Ala

Leu



Val

Arg

225

Trp

Gly

Trp

Asn

Arg

305

Gly

Thr

Ala

Lys

Thr

385

Cys

Gly

aArg

Gly

210

His

Tyr

Gly

Cys

Gly

290

Arg

Ser

Phe

Phe

Met

370

Thr

Ile

Glu

Thr

195

Glu

Leu

Tyr

Tyr

Gln

275

Arg

Cys

Cys

Gly

Pro

355

Val

Ile

Gly

Pro

Pro
435

Pro

Asn

Asp

Cys

260

Trp

His

Trp

Val

Asn

340

Leu

Len

Met

Leu

Ile

420

Thr

Trp

Glu

Ala

245

Pro

Gly

Ser

Ile

Arg

325

Cys

His

Thr

Cys

Pro

405

Ser

Cys
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Asp

Thr

230

Gly

Ser

Ser

Trp

Thr

310

Asp

Gly

Tyr

Ala

Ser

390

Ser

Asp

Pro

Ser

215

Thr

Thr

Arg

Trp

Leu

295

Cys

Thr

Gly

Lys

375

val

Pro

Cys

Thr

200

Cys

Ser

Pro

Ser

Val

280

Cys

Leu

Trp

Gly

Gln

360

Leu

Ile

Pro

Glu

Lys
440

58

Thr

Pro

Gly

Val

265

Thr

Asn

Val

aAla

Pro

345

Lys

Gln

Arg

Ala

Gly

425

Gln

Cys

Cys

Leu

250

Arg

Ile

Trp

Asp

Glu

330

Arg

Ser

Pro

Thr

Gly

410

Val

Arg

Lys

Leu

235

Thr

Arg

Tyr

Ala

315

Thr

Val

Thr

Len

Ser

385

Leu

Gln

Trp

Gly

220

Cys

Ser

Ser

Pro

Cys

300

Arg

Ala

Thr

Val

Trp

380

Val

Trp

Val

Asn

205

Val

Glu

Phe

Gly

Pro
285

Trp

Arg

Asp

Ala

Ala

365

Arg

His

Glu

Ser

Ala
445

val

AsSn

Glu

Cys

270

Ser

Cys

His

Asp

Asn

350

Leu

Asn

Cys

Arg

Thr

430

Thr

Gly

Gly

Arg

255

Ser

Trp

Asn

Trp

Ser

335

Leu

Ala

Leu

Phe

Val

415

Gly

Val

Leu

Pro

2490

Gly

Leu

Pro

Gly

Cys

320

Leu

Thr

Thr

Asn

Ser

400

Pro

Lys

His



val

Leu

465

His

His

Ile

Cys

Ala

545

Ala

Val

Thr

Gly

Ala

625

Ala

Ser

vVal

Gly

Cys

450

His

Phe

Leu

Hisg

Lys

530

Leu

Gly

Asn

Val

Gly

610

Ile

Ala

Ile

Ala

Ala
630

Pro

Val

Trp

Ser

Leu

515

Asn

Gly

His

Ala

Gly

585

Ala

Leu

Pro

Met

Arg

675

val

Gly

Ala

Phe

Gly

500

Arg

Lys

His

Trp

Thr

580

Ser

Ser

Ala

Met

Ala

660

Leu

Gly

Tyr

Gly

Leu

485

Ala

Gly

Asn

Ala

Leu

565

Ser

Thr

His

Pro

Leu

645

Leu

Ala

val
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Ala

Tyr

470

Val

Arg

Gly

Glu

Ile

550

Leu

Sar

Leu

Pro

Cys

630

Gly

Leu

Ala

Leu

Phe

455

Trp

Asp

Ile

Val

Ala

535

Ser

Gln

Ala

Ser

Leu

615

Ala

Trp

Leu

Leu

val
695

Tyr

Gln

Phe

Thr

Phe

5290

Ile

Vval

Gly

Phe

Ser

600

Ala

Ser

Ala

val

val

680

Leu

59

Ser

Trp

Leu

Pro

505

Gly

His

Val

Pro

Asn

585

Leu

Pro

Cys

Phe

Leu

665

Thr

Leu

Pro

Leu

Leu

490

Phe

Ser

Asn

Gly

Phe

570

Ile

Ala

Ser

Ala

Arg

650

Ile

Trp

Val

Ala

Leu

475

val

Leu

Pro

Tyr

Glu

535

Thr

Thr

Glu

Thr

Pro

635

Tyr

Tyr

Lys

Leu

Tyr

460

Ala

Tyr

Ala

Thr

Thr

540

Ala

Gly

Ser

Ala

Gly

620

Ala

Pro

Met

Leu

Ala
700

Asp

Gly

Leu

Leu

Pro

525

His

Ser

Leu

His

Trp

605

Ser

Ala

Thr

Arg

Thr

685

Arg

Asp

aArg

Phe

Ala

510

Ile

Cys

Ala

Ser

Ala

590

Ile

Leu

Trp

Trp

Phe

670

Arg

Arg

Gly

Thr

Leu

495

Leu

Pro

Val

Asn

Trp

575

Leu

Pro

Ala

Phe

His

655

Ala

Agn

Lys

Glu

Ile

480

Met

Trp

Gly

Gln

Tyr

560

Ile

Thr

Leu

Ala

Ser

640

Glu

Gly

Phe

Thr
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Ser Ala Leu Gly Tyr Glu Ile Cys Ile Ser Leu Thr Gly Glu Ala Asp
705 710 715 720

Trp Asp Trp Leu Asp Phe Ser Ser Trp Leu Leu Ser Leu Leu Phe Ala
725 730 735

Trp Ala Val Leu Ala Leu Ala Ser Leu Thr Pro Ala Met Lys Lys Arg
740 745 750

Lys Leu Arg Trp Tyr Ser Arg Trp Ala Trp Cys Tyr Ser Arg Phe Ile
755 760 765

Ser Trp Val Asp His Thr Pro Phe Asn Gly Val Asp Pro Leu Ser Arg
770 775 780

Lys Ala Ser Tyr Tyr Trp Leu Phe Ala Gly Leu Val Trp Pro Asn Glu
785 790 795 800

Val Ala val Vval Val Ala Ser Tyr Val Leu Ile Ala Val Val Val Asp
805 810 815

Leu Thr Asp Ile Leu Leu Glu Thr Leu Leu Leu Ser Asn Pro Asp Leu
820 825 830

Gly Arg Leu Ala Val Leu Cys Asp Thr Ile Ala Gly Leu Arg Ser Pro
835 840 845

Trp Phe Leu His Trp Val lLeu Glu Arg Ala Ala Arg Arg Gly Ile Tyr
850 855 860

Leu Tyr His His Gln Gly His Leu Ser Ala Arg Leu Ala Gln Tyr Leu
B65 870 875 880

Arg Glu Leu Asp Gly Ala Leu Glu Pro Ala Arg Val Thr Pro Gln Asp
885 890 895

Cye Glu Phe Val Arg Asp Ala Gln Arg Ile Leu Glu Cys Gly Arg Asn
200 805 910

Tyr Arg Gly Lys Ala Val Val Ala Arg Asn Gly Asp Thr Val Ile Ile
915 920 925

Gly Ala Val Arg Gly Ala Trp Glu Leu Pro Pro Gly Phe Val Leu Thr
930 935 940

Ala Pro Leu Met Leu Arg Ser Val Gly Arg Gly Val Trp Gln Thr Leu
945 950 955 960
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val

Leu

Gly

Gly

Asp

Ile

Gly

Leu

Ser

Ala

Lys

val

Arg

Pro

Pro

Lys
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Thr Ser Met Met Gly Lys Asp Lys Glu Asp His Thr Gly Asn Val
965 870 975

Ile Leu Gly Thr Ala Ala Thr Arg Ser Met Gly Thr Cys Val Gly
980 985 990

Val Val Tyr Thr Thr Phe His Ser Ser Asn Gly Arg Thr Leu Ala
995 1000 1005

Pro Thr Gly Pro Leu Asn Pro Arg Trp Trp Ser Pro Ser Asp
1010 1015 1020

Thr BAla Val Tyr Pro Met Pro Val Gly Cys Arg Ser Leu Glu
1025 1030 1035

Cys Gly Cys Gly aAla Arg Ser Ala Trp Val lLeu Arg Lys Asp
1040 1045 1050

Ala ILeu Val His Gly Glu Leu Phe Pro Gly Arg Glu Ile Arg
1055 1060 1065

Asp Val Ala Gly Arg Val Ala Asp Phe Lys Gly Ala Ser Gly
1070 1075 1080

Pro Ile Leu Cys Asp Gln Gly His Ala Met Gly Met Leu Thr
1085 1030 1095

Val Ser His Arg Gly Pre Glu Val His Ser Ala Leu Phe Val
1100 1105 1110

Pro Trp Asp Ser Val Pro Arg Asp Ala Gln Thr WVal Thr Asp
1115 1120 1125

Gly Ala Pro Pro Ala Val Pro Gly Lys Gly Asn Tyr Glu Glu
1130 1135 1140

Ser Leu Phe Leu Pro Thr Gly Thr Gly Lys Ser Thr Leu Val
1145 1150 1155

Ala Asn Tyr Ala Lys Ser Gly His Lys Thr Leu Val Leu Asn
1160 1165 1170

Ser WVal Ala Thr Val Ala BAla Met Gly Pro Tyr Met Lys Asp
1175 1180 1185

Met Gly Ile Thr Prco Ser Ile Phe Ala Gly His Gly Pro Thr
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Ala

Gly

val

Leu

Agn

val

Asp

Thr

Arg

His

Leu

Asp

Val

Arg

Gly

1190

Ile
1205

Arg
1220

Ile
1235

Gly
1250

Leu
1265

Pro
1280

Ile
12595

Gly
1310

Val
1325

Tyr
1340

Thr
1355

Phe
1370

Thr
1385

Pro
1400

Arg
1415

Ser

Phe

Leu

Ile

val

His

Pro

Arg

Ala

Ser

val

Asp

Val

Ala

Gly

Arg

Leu

Cys

Gly

Leu

Lys

Phe

His

Ser

Gly

Val

Thr

Asp

Thr

Arg
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Asn

Ala

Asp

Leu

Phe

Asn

Tyr

Leu

Ala

Arg

Ala

Val

Leu

Ala

Pro

Thr

Lys

Glu

Val

Gly

Ile

Gly

Ile

Leu

Asp

Thr

Thr

Glu

Asp

Gly

1195

Gly
1210

His
1225

Cys
1240

Arg
1255

Thr
1270

Thr
1285

Phe
1300

Phe
1315

Thr
1330

Pro
1345

Asp
1360

Asp
1375

Pro
1390

Leu
1405

Leu
1420
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Ser

Lys

His

Ser

Ala

Glu

Tyr

val

Ala

Thr

Ala

Cys

Thr

Arg

Tyr

Asn

Gln

Ser

Glu

Thr

Ala

Leu

His

Lys

Ala

Leu

Asn

Phe

Ala

Arg

Leu

Leu

Ser

Ala

Pro

Pro

Lys

Ser

Gly

Ile

Asn

Val

Thr

Gln

Tyr

val

Leu

Asp

Lys

Pro

val

Ser

Lys

val

Pro

Thr

Ala

Ile

Arg

Cys

1200

Tyr
1215

Asp
1230

Pro
1245

Lys
1260

Gly
1275

Gly
1290

Thr
1305

Ser
1320

Lys
1335

Thr
1350

Gly
1365

Val
1380

Ser
1395

Arg
1410

Ile
1425

Ala

Gly

Thr

Ala

Tyr

Thr

Asn

Glu

Ala

Thr

Tyr

Gln

Leu

Gly

Ala

Thr

Val

Val

Gly

Ala

Asp

Tyr

Ala

Met

Gly

Thr

Glu

Arg

Arg

Ser

Tyr

Ser

Leu

Val

Thr

Gly

Thr

Glu

Phe

Ser

Gly

Glu

Thr

Cys

Ser



Pro

Asp

Gly

Pro

val

Arg

Leu

Gln

Ala

Ile

Asp

Pro

Gly

Pro

Ala

Pro
1430

Ala
1445

Leu
1460

Val
1475

Phe
1490

Ser
1505

Cys
1520

Val
1535

Arg
1550

Ala
1565

Leu
1580

Tyr
1595

Gly
1610

Leu
1625

Pro
1640

Leu
1655

Cys

Ala

Ile

Asn

Ala

Trp

Ala

Gly

Pro

Ala

Leu

Thr

Gly

Ser

Arg

Gln

Gly

Leu

Gly

Leu

Leu

Pro

Ser

Asp

Glu

Leu

Ala

Gly

Ala

Ser

Arg

Asp

ES 2 642 879 T3

Thr

Thr

Leu

Gln

Thr

Leu

Gly

Cys

Arg

Gly

Gly

Thr

Pro

Gly

Thr

Val

val

Trp

Phe

Asp

Pro

Leu

Fro

Ala

val

Asp

Leu

Leu

Arg

Gln

Asp

Met

Pro
1435

Tyr
1450

Ala
1465

Pro
1480

Asp
1455

val
1510

Pro
1525

val
1540

Ile
1555

Ser
1570

Ala
1585

Val
1600

Pro
1615

Pro
1630

Gln
1645

Thr
1660

63

Ser

Asp

Glu

Gln

Val

Gly

Ser

Pro

Arg

Val

Leu

Val

Pro

Gln

Leu

Gln

Gly

Ile

Cys

Arg

Val

vVal

Asn

Leu

Ser

Thr

Ala

Val

Gln

Ser

Thr

Thr

Ala

Gln

Pro

Val

Arg

Gln

Ala

Leu

Pro

Glu

Ala

Gly

Ser

Asp

Asp

Ser

val

Pro

Tyr

Tyr

Ala

Arg

Pro

Tyr

Leu

Thr

Ala

Thr

Arg

Gly

Ser

Trp

Trp
1440

Ala
1455

Thr
1470

Glu
1485

Arg
1500

Ser
1515

His
1530

Ala
1545

Val
1560

Ser
1575

Ala
1590

Phe
1605

Asp
1620

Glu
1635

Gln
1650

Glu
1665

Ala

Ala

Gly

Val

Asn

Glu

Trp

Leu

Asp

Ser

Ala

Asp

Leu

Gly

Thr

Cys

Ala

Ala

Hisg

Leu

Ala

Cys

Gln

Glu

Gln

Gly

Ile

val

Pro

Pro

Leu

Leu

Phe

Ala

Ile

Ala

Gly

Lys

Gly

Thr

Leu

Pro

Ala

Arg

Gly

Pro

Asp

Asp



Tyr

Asp

Gly

Thr

Thr

Ala

Ala

Pro

Ala

Thr

Gly

Leu

Pro

Gly

Trp

Pro

Cys
1670

Ala
1685

Thr
1700

Gln
1715

Leu
1730

Trp
1745

Leu
1760

Ala
1775

Ala
1790

Val
1805

Gly
1820

Phe
1835

Ala
1850

Fhe
1865

Leu
1880

Gln
1885

Tyr

Leu

Asn

Pro

Leu

Ala

Leu

Ala

Thr

Gly

Tyr

Ser

Leu

Val

Asn

Asp

Arg

Glu

FPro

Leu

Asn

Ala

Gly

Leu

Gly

Thr

Glu

Gly

Gly

Leu

Arg

Phe
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val

Ser

Pro

Pro

Asn

Gly

Leu

Leu

Leu

Ala

Ser

Asn

Ser

Eis

Leu

Phe

Ala

Gly

Thr

Leu

Leu

Ser

Gln

Ala

Gly

Gly

Thr

Ala

Pro

Leu

Leu

Leu

Thr
1675

Ala
1650

Ser
1705

Gly
1720

Gly
1735

Ser
1750

Ser
1765

Gly
1780

Met
1785

Pro
1810

val
1825

Ser
1840

Gly
1855

Ala
1870

Thr
1885

Glu
1800
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Gly

aArg

Pro

His

Thr

Pro

Ala

Ala

Ala

Phe

val

Met

Pro

Leu

Leu

Glu

Thr

Trp

Phe

Leu

Ala

Pro

Leu

Gly

Ala

Met

Gly

Ser

Ala

Gly

Leu

Asp

Leu

Leu

Pro

Ala

Ile

Leu

Pro

Gly

Ser

Phe

Ala

Asp

val

Lys

Pro

val

Ala

Arg

Gly

Val

Ser

Ala

Leu

Thr

Phe

Leu

Ser

Leu

Ala

Ala

Arg

Arg

Fro
1680

Glu
1695

Gly
1710

Lys
1725

Leu
1740

Cys
1755

Asp
1770

Leu
1785

Met
1800

Leu
1815

Leu
1830

Val
1845

Gly
1860

Pro
1875

Ser
1890

Ala
1905

Arg

Ala

Trp

aAla

Val

Ile

Val

Phe

Leu

Glu

Ala

Tyr

Phe

Ser

Val

Arg

Thr

Cys

Gly

Trp

Thr

Ala

Arg

Gly

Gly

val

Phe

Leu

Ala

Arg

Ala

Ala

Ala

Cys

Val

Gln

Ala

Ser

Leu

Asp

Gly

Leu

Asp

Ile

Val

Ala

Leu

Ser



Glu

Leu

Leu

Leu

Val

Trp

Ala

Thr

Leu

Leu

Val

Thr

Arg

Tyr

Val

Gly

Leu
1910

Ala
1925

Phe
1940

Leu
1955

Pro
1970

Val
1985

Ile
2000

Thr
2015

Asn

2030

val
2045

Glu
2060

Thr
2075

Gln
2080

Ser
2105

Asp
2120

Asp

Leu

Ser

Trp

Asp

Val

Gly

Ser

Ser

Thr

Gly

Val

Glu

Pro

Ala

TYyr

Gly

Arg

Val

Glu

Trp

Pro

Thr

Ala

Tyr

Leu

His

Leu

His

Pro

Ser

Glu

Val
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Ser

Gly

Val

Val

Met

Gly

Asp

Phe

Gly

Arg

Asp

Tyr

Leu

Gly

Asn

Leu

Asp

Ala

Thr

Leu

Thr

Phe

Cys

Thr

Ala

Ala

Leu

Gln

Ile

Arg

Pro

Ser
1915

Lys
1930

Ala
1945

Ser
1960

Thr
1975

val
1390

Glu
2005

Arg
2020

Thr
2035

Ile
2050

Glu
2065

Thr
2080

Val
2055

Ala
2110

Ala
2125

Glu

65

Ile

Tyr

Thr

Cys

Cys

Thr

Glu

Gly

Ser

His

Thr

Arg

Asp

Met

Ile

Tyr

Ser

Ile

val

val

Gln

Gly

Gly

Tyr

Gly

Pro

Gly

Asp

Gly

Ile

Thr

Ile

Arg

Thr

Ile

Lys

Ala

Arg

val

Phe

Pro

Val

Glu

Gln

Val

Tyr

Leu

Gly

Ser

Arg

Ser

Asp

Ala

Cys

Arg

Ala

Arg

Gly

Val

Leu

Val

Gly

Pro

Thr

val
1920

Thr
1935

Trp
1950

Arg
1965

Tyr
1980

Gly
19595

val
2010

Arg
2025

Pro
2040

Len
2055

Thr
2070

Len
2085

Cys
2100

Ser
2115

His
2130

val

Ser

Ser

Phe

Mat

Thr

Cys

Arg

Gly

Ala

Thr

Ile

His

Ser

Gly

Thr

Ala

Lys

Gly

Arg

Pro

Gly

Gly

Trp

Ile

Pro

Gly

Thr

Ala

Leu

Ala

val

Leu

Leu

Ser

aArg

Ser

Pro

Ala

His

Pro

Lys

Tyr

Arg

Leu

val

Pro

Glu



Gly

Asp

Glu

Pro

Ala

Thr

Pro

Pro

Ser

Thr

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro

2135

Asp
2150

Thr
2165

Arg
2180

Glu
2195

Ser
2210

Leu
2225

Thr
2240

Leu
2255

Met
2270

Pro
2285

Ser

2300

Leu
2315

Glu
2330

Ala
2345

Asp
2360

Ala

Thr

Leu

Gly

Asgn

Thr

Arg

Gly

Pro

Ile

Ile

Asp

val

Leu

Pro

Val

Asp

Thr

Pro

Pro

Pro

Pro

Thr

Pro

Phe

Ser

Ser

vVal

His

Glu

ES 2 642 879 T3

Arg

Arg

Leu

Gly

Gln

Pro

Val

Ser

Leu

Trp

Ile

Val

Asn

Gly

Val

Glu

FPhe

Gly

Val

Gly

Ile

val

Asp

Glu

Gln

Glu

Gly

Ser

Ala

2140

Ala
2155

Ser
2170

Ser
2185

val
2200

Glu
2215

Pro
2230

Leu
2245

Tyr
2260

Gly
2275

Glu
2290

Ser
2305

Ser
2320

Ser
2335

Gly
2350

Ser
2365
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Met

Asp

Glu

Pro

Val

Pro

Pro

Pro

Glu

Pro

Thr

Ser

Phe

Ala

val

Ala

Ser

Val

Ser

Ala

VvVal

Pro

Ala

Leun

Thr

Asp

Ala

Leu

Leu

Ala

Glu

val

Glu

Glu

Ile

Pro

Pro

Thr

Arg

Arg

Arg

Glu

Thr

Val

Ser

Pro

Glu

Leu

Arg

Glu

Pro

Pro

Tyr

Gly

Phe

Ser

Ala

Pro

Ala

Thr

2145

Glu
2160

Pro
2175

Pro
2130

Thr
2205

Arg
2220

Leu
2235

Ser
2250

Ser
2265

Ser
2280

Ser
2295

Ile
2310

Leu
2325

Ala
2340

Ser
2355

Pro
2370

val

Glu

Pro

Phe

Asp

Ala

Asp

Asp

Gly

His

Ala

Ala

Leu

Leu

Glu

Trp

Glu

Leu

Phe

Val

Pro

Ser

Thr

Ala

Val

Gln

Val

Cys

Pro

Pro

His

Leu

Asp

Val

Glu

Leu

Gly

Gly

Ser

Pro

Gly

Ala

His

Pro

Asp



Thr

Thr

Glu

Leu

Ser

Arg

Arg

Val

Thr

Arg

Arg

Ile

Phe

Leu

Thr

Val

val
2375

val
2380

Ala
2405

Thr
2420

Ala
2435

Phe
2450

Gly
2465

Thr
2480

Ser
2495

Ala
2510

Ser
2525

Cys
2540

His
2555

Glu
2570

Glu
2585

Pro
2600

His

Ala

Ser

Ala

Asp

Asn

Thr

Val

Leu

Pro

Tyr

Asp

Gly

Gly

Pro

Leu

Gly

Ala

Pro

Pro

Ile

His

Thr

Arg

Pro

Arg

Arg

Gly

Asn

Glu

Vval

Arg
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Ala

Ala

val

Cys

Thr

Arg

Arg

Cys

Pro

Gly

Gly

Phe

Arg

Gln

Ser

val

Val

Leu

Leu

Phe

Leu

His

Val

Asn

Ala

Val

Phe

Ala

val

Ile

aArg

Gly

Ala
2380

Thr
2395

Pro
2410

Asn
2425

Ala
2440

Ser
2455

Ala
2470

Ser
2485

Glu
2500

His
2515

Tyr
2530

Ila
2545

Leu
2560

Glu
2575

Cys
2590

Glu
2605
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val

Ala

Glu

His

Gly

Phe

Ser

Pro

Pro

Ile

Ser

Phe

Thr

Ile

vVal

Ser

Ala

Ala

Pro

Asp

Val

Trp

Leu

Ser

Ala

Ser

Gly

Pro

Leu

Gln

Arg

Arg

Ala

Thr

Gln

Gly

Leu

vVal

Cys

Gly

val

Trp

Asn

Asp

Glu

Tyr

Ser

Pro

Gln

Gly

val

Asp

val

Asn

Asp

Ser

Arg

Thr

Phe

Ser

Thr

Thr

Tyr

val

Thr
2385

Asn
2400

Arg
2415

Val
2430

His
2445

Gly
24860

Thr
2475

Ser
2490

Ser
2505

Cys
2520

Thr
2535

Ser
2550

Arg
2565

Cys
2580

Ile
2595

Pro
2610

Ala

Ser

vVal

Leu

Ala

val

Ala

Cys

Pro

Cys

Ile

His

Val

Arg

Trp

vVal

Leu

Sar

Val

Cys

Gly

Arg

val

Ser

Ser

Gln

Ser

Leu

Glu

His

Tyr

Thr

Gly

Gly

His

Thr

Gly

Arg

Ser

Gln

Pro

Asn

Asp

Phe

Glu

Glu

Gly

Arg



Pro

Thr

Glu

Asn

Trp

Ala

Ala

Glu

Phe

Tyr

Asp

Phe

Trp

Cys

Glu

Leu

Ile
2615

Gln
2630

Gln
2645

Leu
2660

Ser
2675

Gly
2650

Gly
2705

Arg
2720

Phe
2735

Pro
2750

Pro
2765

Gln
2780

Asp
27895

Phe
2810

Ile
2825

Hisg
28B40

Gly

Thr

Ala

Tyr

His

Asp

Gln

Ser

Gly

Tyr

Glu

Asp

Tyr

Arg

Ser

Ser

Ile

Leu

Glu

Asn

Lys

Glu

Asp

Leu

Leu

Thr

Lys

Ser

Ala

His
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Phe

Glu

Ala

Ala

Glu

Val

Ile

His

Lys

Glu

Val

Pro

Gln

Thr

Ile

Tyr

Met

Val

Leu

Arg

Ala

Lys

val

Pro

Lys

Phe

Ala

Gln

Ile

Ile

Ala

Lys

Arg
2620

Gly
2635

Glu
2650

Ala
2665

Val
2680

Leu
2655

Glu
2710

Phe
2725

Thr
2740

Arg
2755

Lys
2770

Gln
2785

Pro
2800

Thr
2815

His
2830

Ala
2845
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Ala

Asn

Asp

Lys

Ala

Ser

Asp

Met

Arg

val

Ala

Arg

Ile

Ala

Glu

Gly

Asp

aArg

Gln

Asn

lys

Val

Thr

Leu

Lys

Ala

val

val

Ala

Phe

Lys

Pro

Ala

Ile

Phe

Gly

Val

Ala

Ile

Thr

Pro

Glu

Leu

Arg

Ile

Asp

Pro

Met

Thr

Glu

Leu

Gly

Arg

Asp

Gln

Ala

Pro

Lys

Gly

Lys

Thr

val

Asp

val

Arg
2625

Lys
2640

Met
2655

Pro
2670

Pro
2685

Leu
2700

Ser
2715

Lys
2730

Arg
2745

Met
2760

Asp
2775

Leu
2790

val
2805

Asp
2820

Leu
2835

Asn
2850

Ala

Val

Asp

Tyr

Arg

Lys

Ile

Ser

Leu

Ile

Ala

Leu

Asp

Arg

Val

Arg

Tyr

Thr

Arg

Ala

Thr

Ala

Glu

Leu

Leu

Tyr

Ser

Ala

Glu

Arg

Glu

Val

Ile

Tyr

Gly

Ala

Pro

Gly

val

Cys

Gly

Gly

Leu

Lys

aAla

Ala

Gly



Val

Thr

Ala

Gly

Thr

Asp

Thr

Tyr

Ser

Leu

val

Ile

Gln

Arg

Ala

Arg

Glu
2855

Ser
2870

Cys
2885

Asp
2900

Pro
2915

Pro
2930

Phe
2945

Phe
2960

Glu
2975

Tyr
2990

Ile
3005

Thr
3020

Leu
3035

Val
3050

Leu
3065

Thr

val

Ala

aArg

Asp

Ala

Ala

Leu

Leu

Tyr

Pro

Gly

Cys

Pro

val

Gln

Ile

Gly

Ser

Lys

Cys

Leu

Leu

Ala

Ser

Gly

Trp

Leu

Glu

Ser

Ser

Ala

Ala

ES 2 642 879 T3

Tyr

Asn

Ile

Val

Arg

His

Glu

Thr

Asp

His

Pro

Val

Ile

Asp

Leu

Leu

Arg

Ser

Gly

Ile

Ala

Ala

Cys

Asp

Pro

Pro

Phe

Ala

Leu

Ser

Arg

Arg

Asn
2860

Ile
2875

Leu
2890

Ile
2905

Ala
2920

Ser
2935

Thr
2950

Phe
2965

Val
2980

Leu
2985

Leu
3010

Gly
3025

Val
3040

Asn
3055

Met
3070

Leu

69

Cys

Thr

Arg

Ala

Leu

Leu

Ala

Ala

Thr

Asn

Ala

Lys

Lys

Arg

Cys

Asn

Glu

Leu

Asp

Gly

Lys

Ser

Arg

Gly

Arg

Leu

Thr

Gly

Met

Pro

Trp

Pro

Arg

Glu

Glu

Tyr

val

Ala

Trp

Ala

Leu

His

Leu

Leu

Ile

Ser

Ile

Ser

Gly

Tyr

Ala

Asp

Leu

Cys

val

Ser

Thr

Gly

Ser

Aryg

Gly
2865

Lys
2880

Phe
2895

Asp
2910

Gly
2925

Glu
2540

Arg
2355

Ala
2370

Gly
2985

Leu

3000

val
3015

Phe
3030

Pro
3045

Glu
3060

Trp
3075

Ala

Ile

Val

Leu

Glu

Tyr

Ser

Arg

Arg

Tyr

Met

Asp

Pro

Glu

Thr

Tyr

Gly

Tyr

Gly

Ile

Asp

Asp

Ala

Lys

Ala

Thr

Ala

Glu

Leu

Cys

Asn

Arg

Gly

Thr

Ala

His

Pro

Ser

Ser

Ile

Thr

Leu

Gln

Ala

Lys

Leu

Asn

Lys

Gln
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3080 3085

Trp Ala Lys Leu Ala Lys Ala

3085 3100

Ile Pro Ser Leu Glu Val Asp

3110 3115

Asp Ile Met Ser Arg Pro Tyr

3125 3130

Lysg Pro Ile Arg Arg Ser Leu

3140 3145

Cys Ser Phe Phe Gly Ser Asp

3155 3160

Tyr Ala Leu Gly Leu Val Leu

3170 3175

Trp Leu Leu Phe Trp Val
3185

<210> 4

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 4
agggttcttc gggtaaatcc 20

<210>5

<211> 21

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 5
ccctcggact gaattatagg ¢ 21

<210> 6

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 6
gctttcectt tgcactatgg 20

<210>7

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 7
caagccgatg caactaaagc 20

<210> 8
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Leu Ile

Thr Phe

Asn Asn

Thr Gly

Ile Pro

Val Gly

Trp

Asp

Leu

Leu

Ala

Trp

Pro

Ala

Glu

Phe

Thr

Ala

3090

Pro
3105

Thr
3120

Leu
3135

Val
3150

Leu
3165

Leu
23180

Ser

Gln

Gln

Ser

Ala

Ala

Ala

Ile

Arg

Glu

Gly

Tyr

Leu

Gly

Ile

Arg

Tyr
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<211> 20
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 8
ggctctttgg attcacttge 20

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 9
ccagtgacca gcataattcg 20

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 10
atgccatggg tatgttgacc 20

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 11
ctectegtag ttgectttge 20

<210> 12

<211> 21

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 12
tgggagtgtc tggattattg c 21

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 13
caaggtgtcc gagaggtagg 20

<210> 14

<211> 21

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 14
tggtactggt accgtcactg g 21

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 15
gcgaggacct gaagtagtgc 20

<210> 16
<211>19
<212> ADN
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<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 16
ctcctgtgcet ccctgaacc 19

<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 17
aacaccattg acccagaagc 20

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 18
cttctgecta catceccateg 20

<210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 19
tgcatacctt tcggctaagg 20

<210> 20

<211>18

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 20
atgcggcggc gttattec 18

<210> 21

<211> 24

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 21
gctatcaatc tgtcaatcct gtcc 24

<210> 22

<211> 21

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 22
cgggtaaacg gcgggagtaa ¢ 21

<210> 23

<211> 24

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 23
taggtaggga cagtgggaat ctcg 24

<210> 24

<211>18

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler
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<400> 24
caccacacct tctacaac 18

<210> 25

<211> 18

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler
<400> 25

atctgggtca tcttctcg 18

<210> 26
<211> 18

<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 26
gccatcacca tcttccag 18

<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 27
gactccacaa catattcagc 20

<210> 28

<211> 166

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 28

agggttcttc gggtaaatcc cggegeggtg tittgggttc agggecagtag gggcagacgg

gccagcagtc gectggttcoct ggtaccacca ccctatcecgg acgacctcce tcacgaaagg
tcgecacggt ctgtggecteg acgacgecta taattcagtc cgaggg

<210> 29

<211> 156

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 29
getttecett tgecactatgg tecagaaatect actgttgett tggetactaa aatggtettg

actgctaaat tacaacectt gtggaggaat cttaacacta ccattatgtg ctecagttatt

cggacttctg tccattgett tagttgcatc ggcttg

<210> 30

<211> 166

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 30

73

60

120

166

60

120

156



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 642 879 T3

ggctctttgg attcacttge gggggogggt ctttggatec cccactccga tacctggetyg
caaaaataag aatgaagcca tccacaacta cacacactgt gtccaggete ttggtcacge
cattagegtg gttggtgagg cgagtgegaa ttatgetggt cactgg

<210> 31

<211> 155

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 31

atgccatggg tatgttgacce geoggtgtege ateogggggeoc ggaagtacac tcoggecctet
ttgtcaagee gtgggacage gttoccaggg atgeccaaac ggttacggac gtgggtgeac

ctoetgeggt acctggeaaa ggraactacg aggag

<210> 32

<211> 178

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 32

tgggagtgtc tggattattg ctaccgggta gecgaccggta ccctggectcc tagaaccgeco

gacgegetygyg asagegggyge gogttggett cgggaggegt goetgtgggac taaccctece

actagtecat toccaggtgy gtggggggte acccaaccece tacchotegy acacettg

<210> 33

<211> 163

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 33

tggtactggt accgtcactg gccgttgecgg ctgtggeget gocatcotcoctg ctgacttcega
ggagggtgtt cgcgttcget ggcacactac ttcatatttc tgeccgtgggt actttgecceg
cggeattect ctgaatacte ttggeactae tteaggteet cge

<210> 34

<211> 167

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 34
ctectgtget coctgaacee caggtgegay ttgtgeactt gactgetect tgttteaate
atgatgggga tgttctttgt acttcggetg acatcacctt ggecggagtt ttggtgeatg

ccggggggeg ttttaaccac cggecacaget tctgggtcaa tggtgtt

<210> 35
<211> 197
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<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 35
cttctgecta catccoccatcg ttggaggttg acaccttcga cgcaacccag cttttggaca 60
ttatgageag gocctataac aaccttgage tecagattgg caagecgatt ¢gteggtege 120
tgactggact ctttgtgtet aggatetgtt ctttttttgg ttetgacatt ceotgetaccet 130
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tageegaaag gtatgea

<210> 36

<211> 18

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 36
cgtaagggcg cgtagtgg 18

<210> 37

<211> 18

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 37
ccgaagcatc aaggaacc 18

<210> 38

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 38
acacattgca aggtctgtcg 20

<210> 39

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 39
acacattgca aggtctgtcg 20

<210> 40

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 40
aacaccgcca attacagagc 20

<210> 41

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 41
aaccgagagt agcaccaagc 20

<210> 42

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler
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<400> 42
caaatcctga tctgggaagg 20

<210> 43

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 43
cccaaggata aggacattgc 20

<210> 44

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 44
tttgtgatga gtgccacagc 20

<210> 45

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 45
gcgaagagaa atggtgaagg 20

<210> 46

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 46
gttctgaacc cgtctgttgc 20

<210> 47

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 47
cagcaactgc ttatgcttgg 20

<210> 48

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 48
acccaagttg ttgagcaagg 20

<210> 49

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 49
tacactggac cttgggttgg 20

<210> 50

<211> 21

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 50
caccagaacc gtaaatcatg g 21
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<210> 51

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 51
gagcagtcaa gtgcacaacc 20

<210> 52

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 52
ttgccatctt tccagactee 20

<210> 53

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 53
ataagaccag ccccgatacg 20

<210> 54

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 54
gtcaaccgtg atagcaatgg 20

<210> 55

<211> 20

<212> ADN

<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 55
actccccectg ttaaccttge 20

<210> 56

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<220>
<221> misc_feature
<222> (14)..(19)

<223> el N de las posiciones 14-19 puede ser cualquier nucleétido natural

<400> 56
gctcttcecga tctnnnnnn 19

<210> 57

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 57
gctcttcecga tct 13
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<210> 58

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 58
aatgatacgg cgaccaccga gatctacact ctttccctac acgacgctct tccgatct

<210> 59

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<220>
<221> misc_feature
<222> (25)..(31)

58

<223> el N de las posiciones 25-31 puede ser cualquier nucleétido natural

<400> 59

caagcagaag acggcatacg agatnnnnnn ngtgactgga gttcagacgt gtgctcttec 60

gatct

<210> 60

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 60
aatgatacgg cgaccacc 18

<210> 61

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 61
caagcagaag acggcatac 19

<210> 62

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion artificial

<400> 62
aatgatacgg cgaccaccga gat 23

<210> 63
<211>21
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 63
caagcagaag acggcatacg a 21
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REIVINDICACIONES

1. Una secuencia de acido nucleico aislada que comprende la SEQ ID NO.: 1 0 2.
2. Una secuencia de acido nucleico aislada que tiene una identidad de al menos el 90 % con la SEQ ID NO.: 1 0 2.
3. Una secuencia de acido nucleico aislada que codifica la SEQ ID NO.: 3.

4. Una secuencia de acido nucleico aislada que codifica un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 90 %
con la SEQ ID NO.: 3.

5. Un oligonucledtido seleccionado entre el grupo que consiste en la SEQ ID NO. 4, la SEQ ID NO. 5, la SEQ ID NO.
6, la SEQ ID NO. 7,la SEQ ID NO. 8, la SEQ ID NO. 9, la SEQ ID NO. 10, la SEQ ID NO. 11, la SEQ ID NO. 12, la
SEQ ID NO. 13, la SEQ ID NO. 14, la SEQ ID NO. 15, la SEQ ID NO. 16, la SEQ ID NO. 17, la SEQ ID NO. 18 y la
SEQ ID NO. 19.

6. Un oligonucleotido de la reivindicacion 5, comprendiendo el oligonucleétido un marcador detectable.

7. Dos o mas oligonucledtidos para la amplificacion de una secuencia de acido nucleico de un virus equino,
comprendiendo cada oligonucleétido, una secuencia de acido nucleico que se corresponde con una porcion de al
menos 20 o mas nucledtidos consecutivos de la SEQ ID NO.: 1 0 2, complementaria de una porcién de al menos 20
0 mas nucleotidos consecutivos de la SEQ ID NO.: 1 0 2, o complementaria de una secuencia de acido nucleico que
codifica una porcion de al menos 20 o mas aminoacidos consecutivos de la SEQ ID NO.: 3.

8. Los oligonucledtidos de la reivindicacion 7, en los que al menos uno de los oligonucleétidos comprende un
marcador detectable.

9. Un par de cebadores seleccionado entre el grupo que consiste en las SEQ ID NOS.: 4y 5; las SEQ ID NOS.: 6 y
7;las SEQ ID NOS.: 8y 9; las SEQ ID NOS.: 10y 11; las SEQ ID NOS.: 12y 13; las SEQ ID NOS.: 14 y 15; las SEQ
ID NOS.: 16y 17; y las SEQ ID NOS.: 18 y 19.

10. El par de cebadores de la reivindicacion 9, en el que al menos un cebador del par comprende un marcador
detectable.

11. Un procedimiento de deteccién de un virus en una muestra, que comprende la amplificaciéon, a partir de la
muestra, de un acido nucleico usando un oligonucleétido de una cualquiera de las reivindicaciones 5-8, o el par de
cebadores de las reivindicaciones 9 o 10.

12. El procedimiento de la reivindicacién 11, que comprende adicionalmente la detecciéon del acido nucleico
amplificado.

13. Un kit para la deteccion del acido nucleico de un virus en una muestra, comprendiendo el kit un oligonucleétido
de una cualquiera de las reivindicaciones 5-8, o el par de cebadores de las reivindicaciones 9 o 10; y uno o mas
reactivos de amplificacion.

14. El kit de la reivindicacion 13, en el que el oligonucledtido, al menos uno de los oligonucleétidos, o al menos un
cebador del par de cebadores, esta unido de forma fija a un soporte sélido.

15. El kit de la reivindicacion 13 o 14 que comprende adicionalmente un oligonucleétido para la deteccion del acido
nucleico amplificado.

16. Un soporte soélido que comprende, unido de forma fija al mismo, un oligonucleétido de una cualquiera de las
reivindicaciones 5-8, o al menos un cebador del par de cebadores de las reivindicaciones 9 o 10.

17. Un procedimiento de deteccién del virus asociado a la enfermedad de Theiler (TDAV) en una muestra, que
comprende la amplificacién, a partir de la muestra, de un acido nucleico usando un oligonucleétido o un par de
oligonucledtidos segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 5-8.

18. El procedimiento de la reivindicacion 11 o de la reivindicacién 12, o el kit de una cualquiera de las
reivindicaciones 13-15, en el que la muestra se obtiene de un equino.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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gRT-PCR del ETAV (C)

Niveles de la GGT (Ul/l) Niveles de la AST (Ul/l)

Niveles de la SDH (UlI/)

Niveles de la GD (Ul/l)
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FIGURA 6
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qRT-PCR del TDAV (Cy)
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FIGURA 7

Brote epidémico

1 ano después

——Antitoxina 2, clinico

= Antitoxina 2, subclinico

—&—Antitoxina 2, asintomatico
—g--Antitoxina 1, subclinico

g Sin tratar, asintomatico
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FIGURA 8
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FIGURA 9A
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FIGURA 9B
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